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El crecimiento es un proceso multifactorial muy compl~o que depende de la
interacción de factores genéticos, nutricionales, ambientales y homionales (Geodman 1994).
No consiste únicamente en un aumento de tamaño, sino que incluye procesos de
morfogénesis, diferenciación y adquisición de capacidad fUnciona], que hacen que el aumento
de tamaño se realice de una forma armónica, de acuerdo con un plan preestablecido y que
pennite que a partir de una célula inicial se desarrolle un organismo completo.
1. AUXOLOGIA
Para comprender y valorar el crecimiento, se ha desarrollado la auxologkz (auxe:
crecimiento, logos: tratado), que es la ciencia del desarrollo de los organismos, y la
auxometrma (me¡ron: medida), que es la ciencia de la medida del crecimiento (Moreno y
cols. 1996).
En el niño existen distintos indicadores del desarrollo somático como son el peso
corporal, la talla, el perímetro craneal, o medidas de los segmentos superior e inferior del
cuerpo para valorar crecimientos disarmónicos.
La edad ósea del individuo es un indice muy importante. El examen radiológico
de los huesos, principalmente de la muñeca y de la mano (Tanner y cols. 1988), permite
asignar a cada estadio de maduración esquelética una edad ósea. Existen curvas estándar
de edad ósea, que representan la edad a la cual el 50% de los niños presentan ese mismo
estadio de maduración (Tanner y cols. 1988). Su importancia radica en que no sólo
interesa saber lo alto que pueda llegar a ser un niño, sino lo avanzado que se encuentre
en su objetivo (Tanner y cols. 1988). Por ejemplo, un adelantamiento de la pubertad
compromete la talla final del niño por una actuación anticipada de los esteroides
sexuales, ya que la maduración ósea es superior al incremento de talla, de tal forma que
la relación normal entre edad ósea y cronológica, que normalmente es 1 se incrementa
(Tresguerres 1 996a); el niño crece rápidamente pero le queda menos tiempo para
hacerlo.
La estatura corporal, sin embargo, sigue siendo el parámetro principal para
determinar el crecimiento, y la precisión de dicha medida es un factor limitante tanto en
el control de la terapéutica como en la investigación sobre el crecimiento. Las medidas
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de la estatura en intervalos inferiores a 12 meses, no se consideran habitualmente 4
adecuadas para cuantificar tasas de crecimiento (Hermanussen y Burmeister 1993).
El intervalo de tiempo aconsejable entre las medidas de estatura depende de la 4
precisión de la téenica(Hermanussen 1989, 1995), por lo que hasta ahora y debido a los
métodos de medida estáti¡ral, los intervalos de tiempo eran muy amplios y daban lugar a 4
la idea de que el crecimiento era un proceso lineal. 4
Sin embargo, se sabe que en el niño existen períodos a lo largo de su vida con
distintas velocidades de crecimiento: una elevada tasa de crecimiento durante el primer 4
año de vida, una tasa más o menos estable desde los 4 años de unos 6 cm al año, y un
aumento puberal tras el que la lasa disminuye progresivamente hasta ser cero, por la 4
osificación total de los cartílagos de conjunción (Tresguerres 1 996a).
La aparición de nuevas tecnologías como la knemometria (Valk y cols. 1 983a), 4
con un error técnico muy bajo, han permitido un seguimiento del crecimiento a más corto
plazo con medidas incluso diarias. Este aparato, tal y como se ilustra en la figura 1, 4
permite una medición de la tibia desde el exterior. En la medición se incluyen la rótula, la
anchura de la epífisis distal del fémur, los tejidos blandos que cubren la rodilla y el talón, 4















Procedimiento de medida: El niño se sitúa en una silla móvil, buscando una posición que sca cómoda.
una vez lograda se estandariza para siguientes las medidas. El pie se apoya en un reposapiés. La altura
de la silla se regula de tal forma que la pierna se flexiona 900. Un contrapeso sujeto por una polea
garantiza que la presión ejercida sobre los tejidos sea siempre la misma. La pierna del niño se mueve por
el observador, de tal forma que la distancia entre la base donde descansa el pie y la placa sobre la rodilla
aparece continuamente en una pantalla electrónica. La longitud máxima obtenida se considera como la
longitud de la pierna (Hermanussen y cols. 1985). Su error técnico esde unos 100 gni (Wolthers 1996).
Las medidas individuales obtenidas por knerhometria pusieron de manifiesto. la
aparición de miniestirones (Hermanussen ~ cols. 1988a), es decir incrementos no
constantes en la velocidad de crecimiento, como también vieron otros autores (Wit y
cols. 1987, Hermanussen y cols. l988a, 1988b, Hermanussen y Burmeister 1993, Gibson
y cols. 1993, Michaelsen 1994, Larnpl y cols. 1995, Wolthers 1996).
En contra de lo que se esperaba, se encontró que las velocidades de crecimiento
obtenidas en períodos de tiempo conos, con esta técnica, no permitían predecir la
velocidad del crecimiento óseo a más largo píazo. Una explicación posible es la propia
no-linearidad del crecimiento tibial (Hermanussen y cols. 1987, Wales y Milner 1987,
Wit y cols. 1987, Wolthers 1996).
La knemonetría ha servido de punto de partida para el desarrollo de otras
técnicas que se basan, igualmente en la medida de la longitud tibial. Así apareció el
miiknemómetro (Michaelsen y cols. 1991), que permite la medida de la pierna de niños
recién nacidos mientras están tumbados, o el Kyniklómetro (Hermanussen y cols. 1992),
que fUe concebido para su utilización en la medida de longitud tibial en el conejo. La
microknemometria (Hermanussen y cols. 1995), es la técnica empleada en esta tesis y se
desarrolló especialmente para la medición de la longitud tibial en la rata. De forma
similar a lo descrito en la técnica empleada con humanos, en la microknemometría además
de la longitud de la tibia, se incluye la medida del tejido blando que recubre el hueso (Wit y
cols. 1987) y las articulaciones adyacentes, la rótula, el grosor de la epífisis dista] del fémur, y
parte de la pezuña, astrágalo y calcáneo, (Hermanussen y cols. 1995, 1996), tal y como puede
apreciarse en la figura 2.
Debido a su precisión, la microknemometría permite un seguimiento diario del
crecimiento longitudinal de la tibia de la rata, y por tanto estudiar no sólo su patrón de
crecimiento a corto y largo plazo, sino también su evolución bajo distintos regímenes













Figura2. Esquema de la extremidad postenor de la rata. 4
2. FACTORES QUE CONDICIONAN Y REGULAN EL CRECIMIENTO 4
Podríamos subdividir los factores que afectan al crecimiento en determinantes 4
(genéticos), permisivos (nutricionales y ambientales), y reguladores (control neuroendocrino),





La talla del organismo adulto es uno de los rasgos genéticos que se heredan de fonna
multifactorial, estando implicados varios genes. No obstante, algunas patologías del
crecimiento se corresponden con anomalías cromosómicas concretas, como por ejemplo la
t¡isomia del cromosoma Y que lleva a una talla muy elevada, o la ausencia de brazos cortos 4
en el cromosoma X que ocasiona una tallafinal baja (Oren 1996).
En humanos, el fondo genético que contribuye a la talla se conoce como “potencial 4
genético de crecimiento” y se valora teniendo en cuenta la talla de los padres (Orera 1996).
Que se logre o no ese potencial dependerá de los factores ambientales (Hernández-Rodriguez 4
1992), que actuaran de forma aditiva o negativa (Orera 1996). Todos estos factores son los
responsables de la distinta tafla existente entre las distintas poblaciones (Rodríguez-Hierro y 4
Torres 1996, Orera 1996). Por otra parte, no sólo se hereda la tana final sino la velocidad de








El clima, el nivel socioeconómico, o la urbanización, puedenafectar al crecimiento. Se
sabe por ejemplo, que la velocidad de crecimiento se acelera en primavera y verano, y los
niños de las ciudades crecen más deprisa (Hernández-Rodríguez 1992, Rodriguez-Flierro y
Torres 1996). Sin embargo, resulta difidil disociar los factores enumerados de otros como los
nutricionales, o las condiciones higiénico-sanitarias, que parecen ir en paralelo con la calidad
de vida sobre todo en los países en vías de desarrollo, donde las diferencias sociales son más
acentuadas. Por otra parte tampoco podemos separar la influencia del clima sobre una
determinada población, que posee una carga genética específica.
4 Factores nutricionales
La nutrición actúa sobre el crecimiento directamente al aportar los substratos que han
de servir para la formación de los nuevos tejidos, e indirectamente modulando la secreción de
OH e LOE 1 (Hernández-Rodríguez 1992).
La paralización del crecimiento por el aporte de un nivel bajo de proteinas o energía
es una respuesta adaptativa a la supervivencia del individuo (Straus 1994), ya que el
creemilento se convierte en un lujo para el organismo, por lo menos a corto plazo.
- Una nutrición incorrecta tiene mayores repercusiones en niños que en adultos, ya que
los primeros se encuentran en pleno proceso de maduración y desarrollo, y la cantidad de
nutrientes que necesitan dependen del ritmo de crecimiento que estén atravesando
(Ariznavarreta 1 996b).
4 Factores hormonales
Estos Ihetores son los que específicamente van a coordinar el proceso del crecimiento
en función del potencial genético y de los factores ambientales. En la regulación del
crecimiento intervienen numerosas hormonas y factores de crecimiento:
- Hormonas Tiroideas: El crecimiento se inhibe marcadamente en el hipotiroidismo
(Devesa y Tresguerres 1996, Scanlon y cols. 1996) o en ratas jóvenes tiroidectomizadas
(Ooodman 1994). En ratas tiroidectomizadas la OH puede reiniciar el crecimiento pero no se
consigue una tasa normal a menos que se administren también hormonas tiroideas (Goodman
1994). Por otra parte también intervienen en la regulación de OH, ya que la disminución de
7
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hormonas tiroideas en la rata disminuye la transcripción de OH, el ARNm de OH, su síntesis 2
y secreción (Scanlon y cols. 1996).
_________ -4
-Olucocorticoides: Se sabe que unos niveles crónicamente elevados de
glucocorticoides (GC) bloquean el crecimiento somático y la liberación de OH (Argente y 4
cols. l996a, Scanlon y cols. 1996)
Los estudios iii vítro han mostrado que los glucocorticoides estimulan la secreción de 4
OH, su expresión y la del receptor para OHRH (Ohyama y cols. 1996). A nivel hipofisario la
administración aguda de OC estimula la secreción de OH (Scanlon y cols. 1996, Goodman 4
1994), y a largo plazo aumentan la SS hipotalámica por activación de los receptores J3
adrenérgicos (Carrascosa y Audí 1996, Devesa y Tresguerres 1996). Otros autores (Ohyama 4
y cols. 1996) sostienen que podrían actuar inhibiendo la expresión de OHIRIR. Además la
dexametasonainhibe la expresión génicwde IGF 1 (Rodriguez-Amao y Oomez-Pan 1996). 4
-Insulina: Es necesaria para mantener el crecimiento normal. En ratas 4
pancreoctemizadas el tratamiento con OH estimula el crecimiento mientras se mantiene la
dosis adecuada de insulina (Ooodman 1994, Leung y cols. 1996). Además es un regulador 4
positivo en la síntesis de IOF 1 (Straus 1994).
También es necesaria como mediadora de los efectos anabólicos de la OH, al 4
aumentar el número de receptores para OH e IOF 1 (Ooodman 1994, Ariznavarreta 1996a) 4
con lo que regula la unión de OH en los t~idos periféricos (Harel y Tannenbaum 1995).
-Hormonas 2onadales: En humanos, durante el desarrollo puberal y coincidiendo con 4
un aumento en su secreción gonadal, se produce en ambos sexos una aceleración del
crecimiento (estirón puberal). Tras este pico en la velocidad de crecimiento, comienza un 4
proceso decelerativo a medida que los niveles plasmáticos de las hormonas gonadales son 4más elevados, y acaba con la osificación de los cartilagos de conjunción (Carrascosa y Audi
1996, Tresguerres 1996a). Los esteroides gonadales intervienen en la regulación del
crecimiento tanto a nivel hipotalámico, modulando la secreción de OH, como a nivel del 4
propio cartilago de crecimiento (Ooodman 1994, Carrascosa y Audi 1996). Existe 4
dimorfismo sexual en la secreción de OH, y el condicionamiento masculino o femenino del





Por otra parte la testosterona tiene una marcada acción anabolizante aumentando la
síntesis de proteínas y manteniendo un balance nitrogenado positivo, fundamentalmente en el
músculo (Guyton y Hall 1996), con lo que aumenta la masa muscular(Woodward 1993). Los
estrógenos también producen un ligero aumento en las proteínas totales del organismo, pero
u menos marcado, y provocan un aumento del depósito de grasa en los tejidos subcutáneos
(Guytony Hall 1996).
u
Sin embargo de todas las hormonas que intervienen se considera que la Gil es
uno de los agentes primordiales en la regulación del crecimiento, por lo que dada su
Importancia desarrollamos con más detalle el eje somatotropo a continuacion.u
3. EJE SOMATOTROPO.
3.1 Hormona de crecimiento (GH)
Es una hormona adenohipofisaria que se produce y se almacena en las célulasU somatotropas (Cutíer 1996).
4 Estructura:
El 90% de la OH secretada por las células somatotropas es un péptido de 191
annnoacídos con un peso molecular de 22 Kd. El 10% restante es un péptido de 20 Kd
(Geodman 1994).
Actualmente se sabe que la OH en realidad, son un conjunto de péptidos generados
por un conjunto de genes de OH, localizados en el cromosoma 17 en el caso de los humanos.
De ese conjunto, el gen OH-N o OH 1 parece ser el que se expresa en la hipófisis, aunque
otro gen (el OH-y) podría también expresarse (Devesa y cols. 1996). Existe un factor de
transcripción Pit-1 (Pituitary- 1), que se expresa de forma exclusiva en la células productoras
de OH, y que es el principal factor implicado en el control transcripcional del gen OH-N
(Bertherat y cols. 1995). A partir del gen OH-N se genera un pre-ARNm cuyo
procesamiento alternativo genera dos ARNm que dan lugar a la síntesis de las formas de 20 y
22 Kd (Barrios y Argente 1994, Devesa y cols. 1996). Clásicamente se considera que la
forma fisiológicamente activa es la de 22 Kd.
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4 Proteina ligante (GHBP) y Receptor (GHR): 4
Existen dos proteínas transportadoras de Gil, una de alta afinidad y baja capacidad y 4
otra de baja afinidad y alta capacidad. La primera, es una glucoproteina que se une
flindamentainiente a la OH de 22 Kd y transporta el 45-50% de la hormona circulante. La 4
proteína ligante de baja afinidad no parece estar implicada en la fisiología del crecimiento
(Barrios y Argente 1994, Devesa y cols. 1996), por lo que nos referiremos a la de alta 4
afinidad.
El receptor de OH es una única cadena de aminoácidos con un único dominio 4
transmembrana (Nyberg y Burman 1996). En la rata la secuencia de aminoácidos del dominio
extracelular del receptor hepático de OH, es prácticamente idéntica a la proteína ligante de 4
alta afinidad (Maes y cols. 1991). Los datos bibliográficos describen que en ratas y ratones la
GHBP y el receptor de OH parecen producirse porel procesamiento alternativo de un mismo 4
ARNn-j, mientras que en humanos la GHBP se produce a partir del receptor de OH por rotura 4proteolitica de su dominio extracelular (Barrios y Argente 1994, Ketelslegers y cols. 1996,
Clark y cols. 1 996b, Oster y cols. 1996). Por tanto, en humanos, los niveles del receptor 4
hepático se correlacionan bien con los niveles circulantes de la OHBP (Oevers y cols. 1996b,
Ketelslegers y cols. 1996, Oster y cols. 1996), mientras que en roedores podrían regularse 4
independientemente a nivel transcripcional (Clark y cols. 1996b).
Parece ser que también existen diversos tipos de receptores para OH con distintas 4
afinidades. Cada molécula de OH se une a dos moléculas del receptor, tras la cual, los
dominios extracelulares forman un dímero. Esta dimerización es necesaria para activar una 4
proteína asociada al receptor, la Janus Cinasa 2 (JAK-2), con actividad tirosina cinasa, que se
fosforila a sí misma y al receptor, desencadenándose una cascada de fosforilaciones en 4
proteínas intracitoplasmáticas (Roupas y Herington 1994, Nyberg y Rumian 1996). Parece
que las acciones lipoliticas de la OH se llevarían a cabo por la vía de una proteína cinasa C, 4
(Roupas y Herington 1994,. Devesa y cols. 1996). También parece que puede existir otro
mecanismo de transducción de sefial a través del aumento del calcio intracelular. Por otra 4
parte, existe una internalización del complejo hormona-receptor en un endosoma, que podría
ser entonces traslocado al núcleo (Devesa y cols. 1996, GarcíaBarros 1996). 4
Los niveles de OHBP en plasma no sc encuentran modificados en la acromegalia o en 4el déficit de OH en humanos (Banjos y Argente 1994), aunque datos más recientes apuntan
que los niveles de OHBP se encuentran disminuidos en niños con tafia baja idiopática (Clark y
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cols. 1996b). En la rata no se encuentran cambios en el receptor de OH o el ARNm de la
GHBP por el tratamiento intermitente con OH o con IGF 1 (Domené y cols. 1993). Sin
embargo, tanto el receptor como los niveles de la proteína ligante aumentan con la exposición
continua a OH, por lo que parece regulados, más que por los picos de secreción de Gil, por
sus niveles basales (Clark y Robinson 1996, Gevers y cols. 1996b). Estos mismos autores
proponen que la modulación sobre la OHBP y el GHR podría incidir en la generación de
distintos tipos de mecanismos de transducción de sefial, y que los niveles basales de OH
tendrían más relación con las acciones metabólicas de la OH, mientras que el crecimiento lo
estaría con los picos.
En la rata tanto el receptor hepático como la proteína ligante disminuyen en las
situaciones de ayuno, por lo que se regulan por la nutrición (Ketelslegers y cols. 1996). En
humanos, también parecen regularse negativamente por la testosterona (Barrios y Argente
1994); en la rata tanto la GHIBP como la cantidad del receptor de OH es más alta en la
hembra que en el macho (Oevers y cols. 1 996b, Ketelslegers y cols. 1996).
La OHBP puede aumentar la vida media de la OH y disminuir su degradación, siendo
un reservorio de la hormona. Puede competir con el receptor por launión con la OH (Counts
y cols. 1992, Clark y cols. 1996b, Oster y cols. 1996), pero la afinidad del receptor de OH
por la hormona es algo superior, así la OH puede ser cedida al receptor (Barrios y Argente
1994).
En general, el papel de la OHBP sería fundamentalmente estimulador de las acciones
de la OH (Clark y cols. 1996b, Ketelslegers y cols. 1996). Podría estar modulando la
concentración de OH que accede a las células diana durante los episodios secretores de OH
(Banios y Argente 1994, Gevers y cols. 1996b).
4 Acciones biológicas:
La OH a nivel metabólico actúa como una hormona anabolizante, lipolitica y
diabetógena (Isaksson y cols, 1987).
Activa prácticamente todos los procesos implicados en la síntesis proteica, desde la
captación de aminoácidos, y la transcripción de ARNm, hasta la actividad enzímatica, lo cual
es clave para el crecimiento. Las acciones anabolizantes se dan en casi todos los tejidos pero
es en el bAgado y el músculo donde alcanza su mayor expresión (Barrios y Argente 1994,
Devesa y cols. 1996). También ejerce un efecto sobre los triglicéridos de reserva,
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desdoblándolos en glicerol y ácidos grasos, con posterior oxidación de éstos (Cioodman y 4
cols. 1990), consiguiendo la energía necesaria para lasíntesis proteica (Devesa y cols. 1996).
La administración de OH a animales hipofisectomizados, induce una rápida caída de 4
la glucemia y de los niveles de ácidos grasos libres, es decir presenta acciones similares a la
insulina. Sin embargo un tratamiento prolongado se asocia con hiperglucemia y aumento del 4
catabolismo de las grasas, acciones opuestas a las de la insulina (Isaksson y cols. 1987,
Barrios y Argente 1994). 4
La OH parece tener acciones órgano dependientes, ya que en ratones transgénicos
4para OH, hay un auménto no proporcional al peso corporal del tamaño del hígado, del bazo y
en menor medida del riñón (Spagnoli y Rosenfeld 1996). 4
Pero su acción más importante es a nivel del crecimiento, sobre todo a nivel del
cartílago (Ver apanado 4.2). La OH interviene en la formación del hueso, aumentando su 4
metabolismo directa o indirectamente, estimulando su resorción (Palmer y cols. 1994, Gevers
y cols. 1 996a) y estimulando la aposición perióstica (Martínez y cols. 1996). 4
3.1.1 Regulación de la secreción de GH 4
La secreción de OH es pulsátil, declina gradualmente con la edad (Edén 1979, 4
Handeisman y cols. 1987), y depende de la acción de dos péptidos hipotalámicos, que por la
4circulación portal alcanzan la glándula hipofisaria estimulando (OHRH) o inhibiendo (SS) su
secreción (Peilalva y cols. 1994, Argente y cols. 1996a, Chan y cols. 1 996a).
3.1.1.1 GHRH
La OHRH promueve la transcripción del gen de OH (Jansson y cols. 1 985b, Hu y
cols. 1993, Peñalva y cols. 1994, Clark y Robinson 1996) e induce su secrecion Tambien 4
tiene efectos mitogénicos sobre las células somatotropas (Hu y cols. 1993, Pei’ialva y cols.
1994), promoviendo su diferenciación y crecimiento. 4
Se presenta en humanos bajo dos formas, de 40 y 44 aminoácidos, con actividad
biológica similar (Devesa y Tresguerres 1996), en la rata tiene 43 aminoácidos (Peñalva y 4
cols. 1994). Tras unirse al receptor, que está acoplado a proteínas O estimuladoras, (Os), la 4
OHRH desencadena un aumento en el AMPe, el cual estimula la expresión y la secreción de 4
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OH, y la activación de la proteína cinasa A (PI(A), (Bertherat y cols. 1995). También
promueve lamovilización de calcio causando la exocitosis de la GH (Cutíer 1996).
Ya que la actividad biológica de la OHRH reside en los primeros 29 aminoácidos
(Peñalva y cols. 1994), se han desarrollado péptidos sintéticos, como el que nosotros
utilizamos, que poseen la misma potencia que las formas naturales (Devesa y Tresguerres
1996).
La localización más abundante de los cuerpos neuronales de la neuronas
OHltHérgicas se encuentran en los núcleos arcuato y ventromedial del hipotálamo. Las
neuronas del núcleo arcuato proyectan sus axones a la eminencia media donde descargan en
el sistema porta-hipotálamo-hipofisario (Devesa y cols. 1992, Cutíer 1996).
3.1.1.2 Somatostatina (55)
La SS inhibe la liberación de OH (Peñalva y cols. 1994), tanto basal como tras
estimulación con OHRH (Cutíer 1996), y antagoniza el efecto mitogénico de la G’HRH (Huy
cols. 1993, Devesa y Tresguerres 1996). Se presenta bajo dos formas de 14 ó 28
aminoácidos. Su efecto sobre la síntesis de OH no está claro: se ha descrito tanto que inhibe
el aumento de transcripción genómica dependiente de OHRH (Devesa y Tresguerres 1996)
como lo contrario (Clarky cols. 1988, Sugihara y cols. 1993, Clark y Robinson 1996, Cutler
1996). Tiene múltiples acciones como neurohormona, neurotransmisor y modulador
paracnno.
La mayor concentración de cuerpos neuronales se encuentra en el núcleo
periventricular (Devesa y cols. 1992), que proyectan sus axones a la eminencia media y hacia
el núcleo arcuato. También existen neuronas somatostatinérgicas en el núcleo arcuato, donde
la SS parece actuar como neurotransmisor.
Su mecanismo de acción se basa en una disminución de la entrada de calcio en la
célula y en un aumento de la conductancia al potasio, el cual ocasiona una hiperpolarización
de la membrana (Devesa y Tresguerres 1996). Por otro lado la unión de la SS a su receptor
adiva una proteína O inhibidora, (Gi), que causa una disminución en la actividad adenilato
ciclasa, por lo que descienden los niveles de AMPc (Cutler 1996) e inhibe la regulación
positiva de la actividad PICA ejercida por la OHRH (Bertherat y cols. 1995).
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3.1.1.3 INTERACCIÓN GHRH/SS 4
Ambos péptidos se secretan de forma periódica desde la eminencia media a la 4
circulación portal, con un desfase de 180 0 y en la rata macho se liberan en ciclos cada 3-4
horas (Plotsky y Vale 1985, Painson y Tannenbaum 1991, Zeitíer y cols. 1991). De su acción 4
coordinada resulta la secreción pulsátil de OH (Plotsky y Vale 1985, Painson y Tannenbaum
199 1, Huy cols. 1993, Tumer y Tannenbaum 1995)(figura 3). 4
Se postula que el pico secretor de OH se debe a la coincidencia de un pico de GHRH
y un valle de SS, mientras que lo contrario suprime la secreción de Gil (PIotsky y Vale 1985, 4
Painson y cols. 1992, Tumer y Tannenbaum 1995, Argente y cols. 1996a, 19961,, Scanlon y
4cols. 1996). Así los picos de Gil se deberían a la GHRH, mientras que los niveles basales
estañan regulados por la SS (Jansson y cols. 1985b, Zeitíer y cols. 1991, Tumer y
Tannenbaum 1995, Gevers y cois. 1996b). Sin embargo, basta con la existencia de secreción
pulsátil de la SS para que haya picos de secreción de GH, ya que la infusión continua exógena 4






II — \1 tU OH 4
Figura 3. Esquema de la posible secreción de GHRH y SS Modificada de Devesa y Tresguerres
(1996). 4
Se ha visto mediante estudios in vitro que una de las funciones de la SS sería bloquear 4
temporalmente la liberación de OH, permitiendo que se acumule en la hipófisis. De esta forma
existe una mayor cantidad de OH para ser liberada en respuesta a la OHRH (Clark y 4
Robinson 1988, Lima y cols. 1993, Turner y Tannenbaum 1995, Clark y Robinson 1996).
No obstante, la naturaleza de la interacción entre la GHRH y la SS no ha sido 4
desvelada, aunque se postula una comunicación intrabipotalámica estrechamente regulada
4(Zeitíer y cols. 1991, Seanlon y cols. 1996), y se sugiere que la SS regula negativamente la
secreción de OHRH (Lima y cols. 1993). Esta afirmación se basa en que los axones de las
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neuronas somatostatinérgicas, que se proyectan al núcleo arcuato, establecen conexión con
las dendritas y somas de las neuronas GilRHérgicas. De hecho hay receptores para SS en la
neuronas OilRiHérgicas (Zeitler y cols. 1991, Bertherat y cols. 1995, Síama y cols. 1996)
(figura 4).
Además la SS parece tener una retroalimentación negativa ultracorta, ya que su
administración icv se interpreta como una señal parael bloqueo de secreción de SS endógena,
lo que lleva a un aumento en la secreción de OH (Clark y cols. 1988, Devesa y Tresguerres
1996).
Por otra parte existe un control por la propia OH de tal forma que ésta estimula la
síntesis y secreción de SS e inhibe la síntesis y secreción de OHRH (Becker y cols. 1995,
Chan y cols. 1996a). No está claro si la acción de la Gil es directa o medida por la KW 1
(Bertherat y cols. 1995, Becker y cols. 1995).
Algunos autores (Sato y Frohman 1993), encontraron que la administración icv de
OH disminuía el ARNm de OHRH, sin modificar la cantidad de ARNm de SS. Por otro lado
la IOF 1 sí disminuía el ARNm de GHRH y aumentaba el de SS. Cabe la posibilidad de que
este efecto sea especifico del modelo utilizado (Becker y cols. 1995) y no excluye otros
efectos sobre la liberación.
Sin embargo y aunque el receptor de OH se encuentra expresado en el núcleo
periventricular y en el núcleo arcuato (Chan y cols. l996a, Pellegrini y cols. 1996), son pocas
las neuronas de OHRHy SS en el núcleo arcuato que expresan el receptor de OH, por lo que
los efectos de laOH en el núcleo arcuato podrían ser transducidos a través de otras neuronas,
como por ejemplo las productoras del NPY (Chan y cols. 1996a). Saber si el NPY está
implicado en la regulación de OH, y como llega la señal a las neuronas GHRilérgicas y
somatostatinérgicas necesitaestudios posteriores.
El ARNm del receptor de OH se colocaliza en un 690/o de las neuronas con ABNm de
SS del núcleo periventricular, y la inyección icv de un oligonucleótido antisentido del OHR,
disminuye el ARNm de SS en el núcleo pexiventricular, sin afectar el ARNm de GHRIJ,
aumentando la secreción de OH (Pellegrini y cols. 1996). Esto parece indicar que los
receptores de OH se encuentran directamente envueltos en la regulación de las neuronas
somatostatinérgicas del núcleo periventricular, aunque no está claramente establecida la
capacidad de la OH para atravesar la barrera hematoencetilica (Pellegiini y cols. 1996). Otros
autores (Chan y cols. 1996a, 1 996b, Clark y Robinson 1996, Scanlon y cols. 1996) afirman
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que la OH ejerce un efecto directo sobre las neuronas somatostatinérgicas estimulando su 4
síntesis y/o secreción (figura 4).
Por otra parte, la JOF 1 está implicada en la retroalimentación negativa de la OH 4
(Berelowitz y cols. 1981), ya que inhibe la secreción de la Gil actuando a nivel hipofisario e
hipotalámico (Berelowitz y cols. 1981, Huy cols. 1993, Becker y cols. 1995, Scanlon y cols. 4
1996). A nivel hipofisario inhibe la expresión de OH (Cutíer 1996)<tanto basal. como 4
estimulada por OHRH (Bertherat y cols. 1995) y por el Pit 1, reduciendo además la
exocitosis de OH (Seanlon y cols. 1996). A nivel hipotálamico aumenta el ARNm de SS, y 4
disminuye el de GHRH, afectando de igual forma su liberación (Becker y cols. 1995). De









Figura 4. Modelo hipotético de control negativo de la GH sobre su propia secreción. Modificado de 4
Chanycols. 1996a.
Sin embargo, la fUente de lOE 1 es un aspecto sujeto a controversia. Se detecta
ARNm de lOE 1 en el hipotálamo que además responde a la administración exógena de OH 4
lo que se apoyaría su origen local (Becker y cols. 1995). La Ibita de efecto a nivel




3.1.1.4 NJEUROTRANSMISORES Y OTROS PtPTIDOS IMPUCADOS EN LA
REGULACIÓN DE GH.
•>Vias adrenér~icas
Su estimulo parece que actúa inhibiendo la secreción de SS, a través de receptores de
tipo a2, (Devesa y cols. 1992, Becker y cols. 1995, Devesa y Tresguerres 1996). La
disminución de la secreción de la SS podría acompailarse, secundariamente, de un aumento
en la liberación de GHRH (Lima y cols. 1993, Bertherat y cols. 1995). Sin embargo, otros
autores mantienen que el estímulo de los receptores de tipo a2, aumenta directamente la
liberación de GHRH (Maszak y cols. 1995, Argente y cols. 1996a) (figura 5).




Cuando los niveles de NA son bajos se estimularían receptores de tipo 132, en las 4
neuronas somatostatinérgicas, llevando a un aumento de la liberación de SS (Devesa y cols.
1992, Argente y cols. 1996a, Devesa y Tresguerres 1996) 4
4V/as colinéríjicas 4
Actúan a través de receptores muscarínicos inhibiendo la secreción de la SS
(Bertherat y cols. 1995, Scanlon y cols. 1996). Según otros autores (Devesa y cols. 1992, 4
Lima y cols. 1993, Devesa y Tresguerres 1996) existiría una jerarquía donde la primacía se
debería a las Mas adrenérgicas con lo que el efecto de las vias colinérgicas sería modulador o 4
estimulante presináptico de las vias adrenérgicas.
4V/as dovazninérzícas
Se han descrito efectos tanto estimulantes como inhibitorios sobre la secreción de 4
Gil. La dopaniina estimula la secreción tanto de SS como de GHRH (Bertherat y cols.
1995), pero su acción sobre la OHRH necesita que los niveles de SS sean bajos. Existe 4
biosíntesis de DA en la neuronas OilRilérgicas, de tal fonna que se podría liberar
conjuntamente con esta hormona y estimular la SS directamente o bien modular 4
negativamente la disponibilidad de noradrenalina (Devesa y cols. 1992, Lima y cols. 1993, 4
Devesa y Tresguerres 1996). Podría entonces contribuir a establecer una interacción entre las
neuronas OilRilérgicasy somatostatinérgicas (Devesa y Tresguerres 1996).
• La Serotonina podría estimular la GHRH~, aunque su papel no está muy claro, y el GABA 4parece actuar bloqueando la liberación de SS (Devesa y Tresguerres 1996).
OPéptidos optoides estimulan la secreción de OH mediante el estímulo de la OHRH 4
(Peñalva y cols. 1994, Bertherat y cols. 1995). Por otra parte las neuronas
somatostatinérgicas están inervadas por neuronas que contienen péptidos derivados de la 4
POMC (Bertherat y cols. 1995).
4Galanmna: estimula la secreción de Gil, disminuyendo el tono somatostatinérgico (Argente
y cols. 1996a), que se acompaña de una estimulación de la secreción de GHRH (Bertherat y 4
cols. 1995). Se colocaliza con las neuronas GHRHérgicas y presenta dimorfismo sexual,
sier~do su ARNm más abundante en los machos (Maszak y cols 1995). Su expresión aumenta 4
por efecto de la SS (Chan y cols. 1996b).
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4Neuropéptido Y(NP>’): inhibe la secreción de OH (Gruenewald y cols. 1996).
+Activina: disminuye la unión de Pit- 1 al promotor de OH e inhibe el aumento de AMPc
inducido por OHR}I (Bertherat y cols. 1995, Lago y cols. 1996).
4PACAP (péptido activador de la adenilato ciclasa hípofisaria): Es similar a la GHRH ya
que también estimula la secreción de OH, pero no se conoce con claridad su papel en dicha
regulación (Argente y cols. 1 996a, Devesa y.Tresguerres 1996).
4 GHRPs: són hexapéptidos sintéticos que estimulan la liberación de OH (Clark y Robinson
1996). No son homólogos a la OHRH, y son más potentes que este péptido hipotalámico. De
hecho no se unen al receptor de GHRH. Podrían actuar directamente sobre la neuronas
OHRHérgicas o neuronas somatostatinérgicas o modular otros factores hipotalámicos que
influencian indirectamente la secreción de OH (Argentey cols. 1996b).
3.1.1.5 FACTORES METABÓLICÓS Y REGULACIÓN DE GH.
Ya que la OH es un importante regulador metabólico, su secreción se modula por
algunos metabolitos: se inhibe por el aumento de la glucosa, y por el aumento de ácidos
grasos libres, probablemente por estimulo de la secreción de SS, aunque en este último caso
también podría tener un efecto directo a nivel hipofisario (Devesa y Tresguerres 1996,
Scanlon y cols. 1996). También la arginina y la ornitina, aminoácidos esenciales, son potentes
estimuladores de la OH (Devesa y cols. 1992, Lima y cols. 1993).
3.2 IGF 10 somcwtomedincw C
La IGF 1 es una hormona que se sintetiza preferentemente en el higado, también se
produce localmente en muchos tejidos (Daughaday y Rotwein 1989), como en el cartílago de
crecimiento de los huesos largos. La transcripción del gen de IGF 1 se estimula por OH
(Daughaday y Rotwein 1989, Straus 1994). Su similitud estnictural con la insulina y su papel




La IGF 1 es un péptido básico de 70 aminoácidos, con una estructura muy conservada 4
ya que la IGF 1 de rata y la de humanos sólo difieren en 3 aminoácidos (Daughaday y
Rotwein 1989>. 4
La IGF II es un péptido ligeramente ácido de 67 aminoácidos que en la rata difiere en
5 ammoac¡dos de la secuencia en humanos (Daughaday y Rotwein 1989). En la rata 4
prácticamente no se expresa en el período postnatal (Nilsson y cols. 1994), salvo en los
plexos coroideos y las meninges, por lo que sus niveles en plasma son prácticamente 4
mdetectables (Daughaday y Rotwein 1989, Straus 1994). Por el contrario, en humanos
adultos, los niveles plasmáticos de IOF II son 2 ó 3 veces superiores a los de IOF 1 4
(Tresguerres 1 996b).
Ambos péptidos presentan un 700/o de homologia con la insulina, y presentan acciones 4
tnsulin-like, por lo que son hipoglucemiantes y antilipoliticos (Froesch y cols. 1990). Se
sintetizan en múltiples tejidos y se secretan inmediatamente después de su síntesis (Thissen y 4
cols. 1994).
En vista de que la IGF II no parece jugar ningún papel importante en el desarrollo
somático postnatal de roedores (Stewart y Rotwein 1996), nos centraremos principalmente 4
en describir la IOF 1.
Los niveles de la IGF 1 disminuyen con la edad, tanto en humanos como en animales 4
(Tresguerres 1 996a). Existe un aumento puberal en los niveles de IOF 1 tanto en humanos
como en la rata (Handelsman y cols. 1987, Daughaday y Rotwein 1989). En la rata los 4
niveles de IOF 1 aumentan a partir de los 42 dias de vida, alcanzando unos valores máximos
hacia los 56 dias (Handelsman y cols. 1987, Gabriel y cols. 1992). 4
4 Proteínas ligantes: 4
Hasta el momento se han caracterizado 6 IOFBPs (Stewart y Rotwein 1996). 4
Menos del 5% de la IOF 1 en plasma circula libre y más de un 900/o está unida a un
complejo temario de 150 Kd , formado por la IOF 1 o la II, la IOFBP3 y una subunidad ácido 4
lábil, la ALS (Thissen y cols. 1994).
La IGFBP 3 se considera la mayor reserva de IOF 1 (Gargosky y cols. 1994), y actúa 4




vida media de la IGF en plasma (Thissen 1994). Se regula fUndamentalmente por la OH, que
induce su expresión en el hígado (Stewart y Rotwein 1996), aunque también por la IGF 1
(Domené y cols. 1993, Gargosky y cols. 1994) y es dependiente de la edad (Gargosky y cols.
1994).
En el caso de humanos aumenta con el desarrollo puberal pero de forma menos
marcada que la IGF 1 con lo que aumenta la proporción de IOF 1 libre (Tresguerres 1 996a).
En general tiene un papel estimulador de las acciones biológicas de la ¡OF 1. Sin embargo, la
IGF 1 presenta mayor afinidad de unión con la IOFBP3 que con su receptor, por lo que si
existe un exceso de esta proteína ligante se inhibe la acción de la IGF 1 al impedir la unión a
su receptor (Jones y Clemmons 1995).
La ALS es una glicoproteina cuya expresión y secreción se estimula por la OH y no
por la ¡GE 1, siendo el hígado la fUente principal de producción. Sus niveles séricos van
aumentando hasta que se alcanza la edad adulta tanto en la rata como en humanos (Dai y
Baxter 1994, Stewart y Rotwein 1996).
La unión para la formación del complejo temario es secuencial, primero se forma el
complejo IGF-IGFBP 3 y luego se une la ALS; como la ALS depende de la OH y no de la
IGF 1, es la GR la que estimula la formación del complejo temario en la rata (Gargosky y
cols. 1994, Fielder y cols. 1996). De esta forma la OH tendría un control preciso sobre este
almacénde IOF-I (Jones y Clemmons 1995).
La IGFBP 1 se inhibe por la insulina y la glucosa (Nogami y cols. 1994) y une los dos
tipos de IOFs con igual afinidad (Tresguerres 1 996b). La IOFBP 2 tiene preferencia por la
IOF II y ambas parecen inhibirse por la OH (Tresguerres 1996b). La IOFBP 4 parece tener
un papel protector de la posible sobrestimulación por la IOF 1, ya que inhibe todas las
acciones de la ¡OF 1 (Jonesy Clemmons 1995). Recientemente, se ha descrito la existencia en
el ovario de las IOFBP 5 y 6, que unen fUndamentalmente IOF II y tienen menos relación con
la OH (Tresguerres 1996b).
Las proteínas ligantes (BPs) de pequeño peso molecular, (como la 1, la 2 y la 4),
pueden atravesar la barrera endotelial y transportar las IGFs de la circulación a los tejidos,
mientras que la IOFBP 3 sería principalmente responsable de mantener los niveles de ¡OF en
la circulación. De esta forma se podría modular la interacción de la IGF con su receptor,
regulando su disponibilidad y por tanto sus acciones biológicas (Ketelslegers y cols. 1996,
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Stewart y Rotweín 1996). Parece que la fUnciones locales de las BPs se modulan por 4
interacciones con lamatriz extracelular y con la superficie celular (Jones y Clemmons 1995)
Por ejemplo: en el déficit de OH, la restricción de proteínas o en el ayunó, disminuye 4
la proporción de ¡OF unida a la IGFBP 3 con respecto a la unida a las proteínas de bajo peso
molecular, lo que llevaría a acortar su vida media (Jones y Clemmons 1995). No se sabe 4
como afectan estás redistribuciones al crecimiento, pero sí parece claro que cuanta más ¡OF 1
está unida al complejo temario el animal crece mejor (Fielder y cols. 1996). 4
4 Receptores: 4
Están presentes en prácticamente todos los tipos celulares (Thissen y cols. 1994). 4
Existen dos tipos de receptores: el tipo ¡ que une sobre todo ¡OF 1, aunque también insulina e
IOF II, y el tipo II que tiene más afinidad por la IOF II y muy débil por la insulina (Thissen y 4
cols. 1994, Tresguerres 1 996b).
4El receptor de ¡OF ¡ (¡OF-IR) es una proteína heterotetramérica, con dos
subunidades de unión (a) y dos subunidades transmembrana (13) (Stewart y Rotwein 1996), y 4
es estructuralmente homólogo al receptor para insulina (Straus 1994). Tiene actividad tiro sina
cinasa (Tresguerres 1996b), y desencadena una cascada de sefiales similar a la que ocurre tras 4
la fosforilación del receptor de insulina (Jones y Clemmons 1995). Se encuentra
principalmente en células de origen mesenquimático como fibroblastos, candrocitos y 4
osteoblastos (Straus 1994). Este receptor es el que media las acciones biológicas de las IOFs
(Jones y Clemmons 1995). 4
El receptor tipo II es una sola cadena transmembrana, que además de unir ¡OF II,
presenta 2 regiones que unen proteínas con residuos de manosa-6 fosfato; parece implicado 4
en el aclaramiento de ¡OF II (Stewart y Rotwein 1996) y no une insulina (Jones y Clemmons
1995). 4
Dada su similitud existen receptores híbridos del IGF-IR y el de insulina, están
formados por la unión de dos mitades c43 de cada receptor, y se encuentran en numerosos 4
tejidos. Estos receptores híbridos tienen alta afinidad por la IGF ¡ y menos por la insulina, y
probablemente presenten propiedades de transducción de señal intermedias (Stewart y





Se sabe que la ¡OF 1 iii vitro es un mitógeno en un amplio abanico de tipos celulares,
y promueve la diferenciación de mioblastos, osteoclastos, osteoblastos, condrocitos, células
neurales, y adipocitos. También estimula la síntesis de las proteínas de la matriz extracelular,
sobre todo colágeno y proteoglicanos, en condrocitos y osteoblastos. Por otra parte, estimula
la secreción de las células de Leydig, de las células tecales y de las células de la granulosa
ovárica, así como de las células foliculares tiroideas (Jonesy Clemmons 1995).
Tiene acciones agudas similares a la insulina ya que promueve la captación de glucosa
y la síntesis de glucógeno en el músculo esquelético, estimula en general, la síntesis proteica
(Jones y Clemmons 1995). Los estudios in vivo también han demostrado que se produce una
disminución en laglucemia por infusión con ¡OF ¡ (Tresguerres 1 996b).
La ¡OF ¡ promueve tanto la ganancia de peso como el crecimiento, y produce un
efecto mayor que la OH sobre el tamaño del hígado, el timo y el riñón cuando se administra
exógenamente (Jones y Clemmons 1995).
La síntesis local de ¡OF 1 en muchos tejidos (cartílago de crecimiento, ovario, riñón)
estaría en parteregulada por la OH, pero no en todos los casos, como por ejemplo en el útero
(Jonesy Clemmons 1995).
4. ÓRGANO DIANA: ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DEL CARTÍLAGO DE
CRECIMIENTO.
El órgano diana del crecimiento es el cartílago de crecimiento o de conjunción, que
mediante el proceso de osificación endocondral permite la elongación de los huesos largos. El
cartílago de crecimiento se divide longitudinalmehte en varias zonas (figura 6), cada una de
las cuales presenta condrocitos en distintos estadios (Poirier 1985, Burkitt y cols. 1993,
Ariznavarreta 1996a, Rodríguez-Hierro y Torres 1996):
•Zona germinal, o de reserva: En esta zona se encuentran las células progenitoras o
precursoras. Los condrocitos están dispuestos en pequeños racimos, rodeados de una gran
cantidad de matriz y se dividen con poca frecuencia (Nilsson y cols. 1994). El colágeno es de
tipo II, que tiene la propiedad de no permitir la calcificación (Ohlsson y cols. 1993).
23
Introducción
• Zona nroliferativa: Los racimos de células experimentan continuas divisiones
mitóticas para formar columnas de condrocitos, paralelas al eje longitudinal del hueso,
separadas por una matriz rica en proteoglicanos. En esta capa ocurre 1a mayoría de la
replicación celular.
•Zona de machiración: cesa la división celular y los condrocitos aumentan de
tamaño.
•Zona de hwertrofia y calcificación: Los condrocitos son muy grandes y
vacuolados, su citoplasma acumula glucógeno y la matriz extracelular se calcifica. El







































•Zona de degeneración del cartílago: Los condrocitos degeneran y las lagunas en la matriz
calcificada son invadidas por capilares y células osteogénicas desde la cavidad medular de la
diáfisis. Unas células se diferencian a células hematopoyéticas y otras a osteoblastos.
•Zona osteogénica: Los osteoblastos se acumulan en la superficie de los restos calcificados
de la matriz cartilaginosa y comienza la formación del tejido osteoide. Esta zona transicional
se conoce como metáfisis.
4.1 Osificación endocondral
La osificación endocondral es el resultado de los procesos que tienen lugar a nivel del
cartílago y que comportan la maduración del mismo, hasta la formación del hueso.
Las células de lazona de reserva son reclutadas a lazona proliferativa, donde después
de un número de divisiones, entran en una zona de diferenciación donde se hipertrofian, y
producen una abundante matriz extracelular que se mineraliza (Gevers y cok 1996a). El
proceso acaba con la degeneración y lisis celular, mineralización e invasión vascular de la
matriz del cartílago, transformándola así en nuevo tejido osco.
En la cara diafisaria de cada placa de crecimiento los condrocitos maduran y mueren,
y la zona de degeneración del cartílago es reemplazada por hueso. Así la diáfisis ósea se
alarga y las placas de crecimiento son empujadas externamente, es decir se desplazan del
centro del hueso. También es importante en el crecimiento el aumento en grosor del hueso
por osificación perióstica o aposicional y una adecuada mineralización (Carascosa y cols.
1994, Reina y cols. 1995).
El crecimiento del cartílago depende de la adecuada combinación de todos los
procesos que ocurren en la maduración del cartilago (Carascosa y Audi 1996) y que están
estrictamente regulados (Ohlsson y cols. 1993). Tanto el grosor de la zona proliferativa
(Kember y cols. 1993), como el volumen final de los condrocitos hipertróficos (Breur y cols.
1991, 1994) se utilizan como índices de crecimiento.
Por otra parte, cada hueso largo posee dos cartílagos de crecimiento, que crecen de
distinta forma pero aún así de manera sincrónica con la otra extremidad, es decir, cada
cartílago funciona de forma independiente aún dentro del mismo organismo, a pesar de estar
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sujetos a los mismos estímulos hormonales generales, y al mismo aporte de nutrientes 4
(Ariznavarreta 1 996a).
Las fuerzas mecánicas que actúan sobre el hueso también son importantes. Se ha visto 4
en la rata macho, que el peroné actúa mediante fuerzas de compresión sobre el cartílago de
crecimiento tibial, por lo que ejerce un efecto inhibidor sobre la tibia para evitar un 4
crecimiento excesivo. Ese control depende de las diferentes tasas de crecimiento de ambos
huesos. Por ello la rotura parcial del peroné produce un aumento del crecimiento tibial (Ah y 4
Dickson. 1994). 4
Si se ahonda aún más en la fisiologia condral, se ha visto que los cartílagos con tasas
de crecimiento más altas presentan ciclos celulares de los condrocitos proliferativos, más 4
cortos (Wilsman y cols. 1996). Por otra parte parece que la síntesis de DNA está más
sincronizada entre los condrocitos de una misma columna que con los de otras columnas 4
(Famum y Wilsman 1993), y que hay picos de síntesis de DNA en los períodos de transición
de luz-oscuridad (Simmons y cols. 1988). Aunque se ha especulado sobre la posibilidad de 4
que existiera una relación entre la cinética celular y oscilaciones en el crecimiento
(Hermanussen 1989), hasta ahora, los resultados sobre si existe un ritmo circadiano en la tasa 4
de crecimiento no han sido muy concluyentes (Wilsman y cols. 1996). Nosotros
presentaremos datos que si apoyan una oscilación en el crecimiento en períodos inferiores a 4
24 horas.
Se asume que todos los cartílagos de crecimiento experimentan la misma activación y 4
represión de genes, dando lugar a un patrón de expresión fenotipica característico y
secuencial (Wilsman y cols. 1996). Sin embargo el resultado en crecimiento no es el mismo. 4
Estos mismos autores proponen que un cartilago concreto, en un momento dado, presenta un
estado estable en el número y el desarrollo de sus condrocitos. Estos estadios irían variando 4
en el tiempo originando las distintas tasas de crecimiento. 4Todo esto sugiere una regulación dinámica y compleja del proceso de crecimiento,
que comprende herencia genética, secreción hormonal, y mecanismos de regulaciónparacrino 4
y autocrino. De todas formas, y a pesar de que se conocen muchos elementos que están
involucrados en el crecimiento, no se conoce con certeza su control (Ariznavarreta 1996a), ni 4
que mecanismo origina las distintas tasas de crecimiento en la elongación de los huesos




4.2 Efecto de la GH y de la IGF 1 en el cartílago de crecimiento
En, un principio se pensaba que la actividad estimulante del crecimiento de la OH
estaba mediada únicamente a través de la producción hepática de ¡OF ¡, que una vez liberado
a la circulación actúa como un factor endocrino a nivel del cartílago.
Por otra parte, se vio que la infusión de OH directamente en el cartílago era capaz de
estimular el crecimiento tibial (¡saksson y cols. 1982). También la administración directa de
¡OF ¡ en el cartilago promueve el crecimiento, por lo que se propuso que la acción de la OH
debía estar mediada por la producción local de ¡OF ¡ (Schlechter y cols. 1986, Isgaard y cols.
1986). Además en ratas hipofisectomizadas puede haber crecimiento en respuesta al
tratamiento con pequeñas dosis de OH, sin que aparezcan cambios en los niveles plasmáticos
de ¡OF ¡ (Daughaday y Rotwein ¡989).
Sin embargo, la OH parecía ser más eficaz promoviendo el crecimiento que la ¡OF ¡
(¡sgaard y cols. ¡986, Domené y cols. 1993, Oosteli-Peter y cols. 1994, Spagnoli y Rosenfeld
1996) lo que sugiere que la existencia de un efecto directo de la OH independiente de la ¡GF
1.
De hecho, la OH tiene efectos directos en el cartílago (Daughaday y Rotwein 1989).
Se ha visto en estudios iii viti-o que la OH, y no la ¡OF ¡, estimula la multiplicación de las
células de proliferación lenta de la capa germinativa (Ohlsson y cols. 1992b), mientras que la
¡OF 1 estimula la expansión clonal de células con fenotipo diferenciado (Ohlsson y cols.
1994).
Con estos datos se propone una acción dualde la OH, por la que actuaría por un lado
directamente sobre las células progenitoras, iniciando la expansión clonal subsecuente
(Ohlsson y cols. 1 992b, 1993, ¡994, Oevers y cols. ¡996a) y por otro estimulando la síntesis
local de ¡OF ¡ por estas células más diferenciadas (Isaksson y cols. ¡982, 1987, Goodman
1994). Esta producción local de ¡OF 1, de forma paracrina y/o autocrina, actúa estimulando
los condrocitos proliferativos ya diferenciados (¡saksson y cols. 1982, 1987), no sólo la
multiplicación celular sino también la síntesis de matriz extracelular (Ohlsson y cols. 1993,
Carrascosa y Audi 1996) (figura 7).
Esta teoría está de acuerdo con la respectivas concentraciones de receptores, que son
más elevadas en precondrocitos y condrocitos jóvenes para OH, y en condrocitos
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proliferativos para IOF ¡ (Loveridge y cols. 1995, Carrascosa y Audi 1996, Spagnoli y
Rosenfeld 1996) y parece ser la más aceptada (Carrascosa y Audi 1996, Tresguerres 1 996b).
Sin embargo, algunos autores (Hunzikery cols. 1994) proponen que la IOÉ ¡ también
influiría en la diferenciación de los condrocitos por actuaciónsobre las células progenituras, y
que tanto la OH como la ¡OF ¡ actuarían en cada nivel de diferenciación, puesto que existen












Figura 7. Esquema de las acciones de OH e IOF 1 a nivel del cartílago de crecimiaito. Modificada de


















De todas formas, sea porel efecto directo de la OH, o bien modulando esta actuación
autocrina/paracrina de la ¡OF ¡ no se excluye el papel estimulador de la ¡OF 1 circulante, ya
que la estimulación del crecimiento tibial por dosis relativamente altas de OH,. administrada
directamente en el cartílago, no es tan potente como la alcanzada por la OH administrada de
forma sistémica (Daughaday y Rotwein 1989), y en ratas hipofisectomizadas tanto la infusión
local de ¡OF ¡ (¡sgaard y cols. 1986) como la sistémica (Oosteli-Peter y cols. 1994)
promueven el crecimiento longitudinal de la tibia, con lo que la ¡OF ¡ sistémica alcanzará
también estas células estimulando la división celular (Ooodman 1994).
Por todo esto actualmente se acepta que la IOF ¡ podría promover el crecimiento
tanto a través de un mecanismo de acción clásico tipo endocrino, como por un mecanismo
autocrino! paracrino, sin que esté delimitada exactamente la responsabilidad de cada uno de
ambos mecanismos en la promoción del crecimiento (Loveridge y cols. 1995, Carrascosa y
Audi 1996).
Las proteínas ligantes han cobrado importancia como reguladoras de los niveles
locales de ¡OF ¡, ya que laOH podría potenciar la acción de la ¡OF ¡ mediante la estimulación
de la producción de IOFBP3 y ALS; por otro lado existen proteasas que degradan la
¡OFBP3, aumentando la liberación de la ¡OF en el cartílago. Incluso puede que la OH
induzca la producción local de IOFBP3 en el lugar de acción (Spagnoli y Rosenfeld 1996),
como se ha visto en condrocitos humanos (Carrascosa y Audi 1996), lo que complicaría aún
mas el sistema.
4.3 Efecto de otras hormonas y substancias en el cartílago de
crecimiento
Además de los efectos de la OH y de la ¡OF ¡, existen otra serie de hormonas y
factores que intervienen en la regulación de la elongación de los huesos.
OHormonas gonadales
Existen receptores para estrógenos y andrógenos en el cartílago (Ohlsson 1993), y la
testosterona actuando directamente en el cartilago, aumenta su grosor (Ohlsson 1993) y
estimula tanto la proliferación celular como la síntesis de matriz del cartilago (Canascosa y
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Audi 1996). Los estrógenos favorecen la síntesis de matriz y la mineralización e inhiben la 4
proliferación celular (Canrascosa y Audi 1996). 4
OHormonas tiroideas
Las hormonas tiroideas regulan la proliferación y la maduración condral iii viti-o 4
(Ohlsson y cols. 1993), son necesarias en la hipertrofia condral (Nilsson y cols. 1994), y
favorecen los procesos de mineralización (Carrascosa y Audi 1996). 4
4
También tiene efectos proliferativos sobre células de tipo osteoblástico (Leung y cols.
1996) y regula de forma negativa los receptores de OH en osteoblastos, al revés que en el 4
higado (Leung y cols. 1996), con lo que podría participar limitando la capacidad de OH de
estimular el crecimiento en el hueso, y sin embargo potenciar su acción endocrina, según 4
Leungy cols. (1996).
OGlucocorticoides
En el cartílago de crecimiento los OC inhiben la proliferación (iBaron y cols. 1994, 4
Yahya y cols. 1994) y reducen la maduración de los condrocitos (Yahya y cols. 1994).
OHormona Paratiroidea:
Aumenta la producción de ¡OF ¡ encélulas osteoblásticas (Saggese y cols. 1993). 4
Por un lado estimula la resorción ósea y por otro, favorece la formación hueso nuevo
(Hock y cols. 1988). Su acción sobre la resorción se debe tanto a un auménto de la 4
diferenciacion celular a osteoclastos como de su actividad, se favorece por IL- 1 y
necesita de niveles adecuados de vitamina D (Prieto 1996). 4
<rFactores de crecimiento: 4
El EGF estimula la proliferación celular en el cartílago (Ohlsson 1993) y el TGF ¡3
parece estar implicado en los mecanismos moleculares asociados con la diferenciación de los 4
condrocitos (Loveridge y Farquharson 1993, Ohlsson y cols. 1993).
O Vitamina D
La proliferación de los condrocitos aumenta con dosis bajas y se inhibe con dosis 4




de los condrocitos (Gevers y cols. 1996a), y estimula la mineralización (Ohlsson 1993,
Carrascosa y Audí 1996), probablemente por su efecto estimulador de la absorción intestinal
de calcio y fosfato, con lo que aportaría los elementos necesarios para la mineralización.
También estimula la reabsorción ósea al favorecer la formación de osteoclastos (Prieto 1996>.
<•Interleucinas (IL):
La LL-6 parece ser crítica para la formación de osteoclastos a partir de células
menos diferenciádas, y la IL-8 parece causar degradación del cartílago (Saggese y cols.
1993).
5. MODIFICACIONES DEL PATRÓN NORMAL-DE CRECIMIENTO
5.1 Dimorfismo sexual y manipulación neonatal del ambiente
esteroideo
.~. 1. ¡ Dimorfismo en el crecimientoy en la secreción de GH
El patrón secretor de OH difiere marcadamente entre machos y hembras (Edén 1979)
y se acepta que tiene relación con la diferente tasa de crecimiento entre machos y hembras
(Clark y Robinson 1985a, Jansson y cols. 1985a, 1985b, Clark y Robinson 1988, Painson y
Tannenbaum 1991), siendo superior en los primeros (Jansson y cols. 1983, 1984).
Los machos presentan niveles basales de OH bajos o indetectables, y pulsos de
amplitud elevada cada 3-4 horas. Las hembras tienen valores plasmáticos más constantes con
valles más altos, picos de menor amplitud, más frecuentes y mas irregulares (Edén 1979,
Jansson y cols. l985a, Zeitíer y cols. 1991, Painson y Tannenbaum 1991, Painson y cols.
1992, Hasegawa y cols. 1992, Peflalva y cols. 1994).
Las diferencias en el patrón secretor de GH aparecen paulatinamente. El aumento en
la amplitud de los pulsos de OH en las ratas machos comienza entre los 33 y los 40 días de
vida y la disminución de los valores basales entre los 41 y los 54 días (Gabriel y cols. 1992),




Así pues las diferencias en el patrón secretor de OH comienzan con la aparición de la 4
pubertad y coinciden con el momento en el que se establecen las tasas de crecimiento
diferentes entre machos y hembras, hacia los 40-45 días de vida (Edén 1979, Jansson y cols. 4
1984, 1985b, Shulmany cols. 1987).
Por otra parte los niveles circulantes de IOF 1 son superiores en los machos que en las 4
hembras a partir de los 56 días de vida (Gabriel y cols. 1992).
4También se ha visto que ambos sexos presentan distinta sensibilidad a la
administración exógena de OHRiH (Clark y Robinson 1 985b), de tal forma que las hembras
responden a cada pulso de OHRH con un pico secretor de OH, mientras que los machos
presentan períodos “refractarios” (Carlsson y cols. 1990, Painson y Tannenbaum 1991). 4
Entre machos y hembras existe distinta retroalimentación negativa sobre el
hipotálamo ejercida por la GH (Becker y cols. 1995); siendo en la hembra la 4
retroalimentación menos drástica sobre SS (Carlsson y cols. 1990) o sobre SS y OHRH
según otros autores (Maiter y cols. 1990, 1991a, Sato y Frohman 1993) lo que llevaría a un 4
patrón secretor de OH más continuo. También se ha visto que los machos son más sensibles a
la estimulación a2 adrenérgica (Maszak y cols. 1995). 4
Se propone que en las hembras sería preponderante la inhibición de la GHRH
mientras que en machos sería dominante la estimulación de la SS (Carlsson y cols. 1990). 4
Carlsson y cols. (1990) postulan que en el macho el pico de OH aumentaría la liberación de
SS, e inhibiría la de OHRH (Maiter y cols. 1990), limitando la longitud del pulso. La caída en 4
los niveles de OH implicaría el cese del estimulo sobre SS.
En la rata macho como hemos comentado, la OHRHy la SS se secretarían de forma 4
rítmica y desfasadas 1800.
En la hembra la secreción de SS podría ser más constante (figura 8), situándose a un 4
nivel intermedio entre los picos y los valles de los machos (Clark y Robinson 1985b,
4Robinson y Clark 1987, Carlsson y cols. ¡990, Painson y Tannenbaum 1991). La secreción
de OHRiH se mantendría pulsátil aunque en un nivel más elevado (Painson y Tannenbaum 4
1991), lo que podría ser especifico de especie (Painson y cols. 1992). La OHRE¡ seda
importante paramantener elevados los niveles basales de la hembras (Painson y cols. 1992). 4
Una de las funciones de la somatostatina seria bloquear temporalmente la liberación
de OH, lo que permitiría que la OH se acmnulara, con lo que la OHRH tendría un afecto 4





de altos niveles de OHRH con bajos niveles de SS, es lo que parece suceder en el caso de los
machos en los picos de secreción de OH. Otra posibilidad es que la disminución de la
liberación de OHRH, inducida por somatostatina, lleve a una estimulación del receptor de
OHRH (up-regulation), lo que contribuiría, en parte, al aumento de la respuesta de OH a





Figura 8. Patrón secretor de OH en la rata macho y en la rata hembra. Modificado de Pefialva y cols.
1994.
Por otra parte el distinto patrón secretor de OH en la rata se acompaña a nivel
hipofisario e hipotalámico, de características propias de cada sexo, que se modifican por la
eliminación de la respectiva fuente de esteroides sexuales:
Se sabe que el contenido hipofisario de OH y su síntesis en ratas adultas es mayor en
machos que en hembras (Wehrenberg y Giustina 1992, Scanlon y cols. 1996), que además los
machos tienen mayor contenido y presentan mayor expresión de OHRH y SS (Zeitíer y cols.
1990, Hasegawa y cols. 1992, Painson y cols. 1992, Scanlon y cols. 1996).
En el macho la castración disminuye ambos ARNs, efecto que se revierte por la
testosterona (Argente y cols. 1990, Zeitíer y cols. 1990, Chowen y cols. 1996b, Scanlon y
cols. 1996) y por la DHT (Argente y cols. 1990, Lago y cols. 1996), que es un andrógeno no
aromatizable. En la hembra la castración disminuye el ARNm de SS (Painson y cols. 1992,
Bennet y cols. 1996), reviertiéndose este efecto por la administración de estradiol
(Wehrenberg y Giustina 1992). Sin embargo, en el caso de las hembras los efectos de la
castración sobre el ARNm de OHRH no son tan claros, ya que se ha descrito que no se
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modifica (Maiter y cols. 1991a, Hasegawa y cols. 1992) o que aumenta (Bennet y cols.
1996).
Se postula que la acción ejercida por los estrógenos no seria directa, ya que no existen
receptores para ellos en las neuronas somatostatinérgicas del núcleo períventricular o del
núcleo arcuato de hipotálamo (Bennet y cols. 1996). Los andrógenos sí actuarían
directamente (Argente y cols. 1990, Hasegawa y cols. 1992, Lago y cols. 1996). No obstante
sí parece haber unión de estrógenos, en ciertas poblaciones de neuronas OHRHérgicas
(Wehrenberg y Giustina 1992).
La manipulación del ambiente esteroideo en la rata adulta también produce cambios
en la velocidad de crecimiento: La castración de animales machos disminuye la tasa de
crecimiento y en animales hembras la aumenta (Jansson y cols. 1983, 1985b, Shulman y cois.
1987). Además, los estrógenos administrados en dosis terapéuticas inhiben el crecimiento 4
tanto en niños como en animales de experimentación (Goodman 1994).
4
.,.1.2 D¿ferenc¡ac¡ón sexual de/cerebro: manipulación neonatal. 4
Porotra parte, en la rata de laboratorio hay toda una serie de funciones que presentan
dimorfismo sexual como consecuencia del ambiente hormona] perinatal. En la rata el período 4
en el que ese ambiente actúa se extiende a los primeros 10 días de vida postnatal, lo que
permite una fácil manipulación postnatal. Por ello, se sabe que los andrógenos tanto fetales 4
como neonatales inducen masculinización (Jansson y cols. 1 985b). Parece un paso obligado
que la testosterona se aromatice a estradiol en el cerebro para llevar a acabo su efecto 4
masculinizante, lo cual no deja de ser sorprendente.
4Frente a la idea inicial de que el cerebro era inherentemente femenino, a no ser que
hubiera una inducción hormonal derivada de la testosterona que lo masculinizara, parece que 4la diferenciación femenina pudiera ser un proceso activo que requiriese niveles moderados de
estrógenos (figura 9). 4
El feto hembra se halla expuesto a elevados niveles de estrógenos, formados por la
unidad feto placentaria; existe un proteína con elevada afinidad para el estradiol, la a-feto
proteína (aFP), presente en cantidades importantes en los animales hembra. En un principio
se pensaba que esa aFP, retenia los estrógenos protegiendo al feto femenino de la
masculinización, pero actualmente se sabe, que la c¿FP es endocitada en las neuronas del
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sistema nervioso central. De esa forma constituye una frente y un reservorio de esteroides,
extendiendo el ambiente estrogénico a los primeros días de vida posnatal y modulando la










Figura 9. Modelo secumcial o cuantitativo en la diferuiciación sexual. Modificado de Vatic¿n ¡996.
(R= roceptor, RE= complejo estrógenos-receptor, T= testostercna) La disociación del complejo czFP-
estrógeno dentro de la neurwa liben el esteroide, que se une a su receptor citosólico (rwsguenis
1992).
En última instancia la diferenciación sexual del cerebro depende de los estrógenos,
tanto en machoscomo en hembras, y parece tratarse mas bien de un proceso cuantitativo.
Por otra parte se han detectado receptores para andrógenos en el hipotálamo lo que
abre la posibilidad de que la testosterona per se tenga alguna fimción en la diferenciacion
neuronal De hecho estimula el sistema enzimático aromatizante por interacción con
receptores androgénicos potenciando su propio metabolismo (Tresguerres 1992, Vaticón y
Alvarez 1996, García Segura 1996, Vaticón 1996).
5.1.3 Manipulación del ambiente estemideo neonataly secreción de GH.
Hemos visto que existe un dimorfismo marcado en el patrón secretor de OIL en el
contenido y la expresión de los péptidos hipotalániicos, y en las tasas de crecimiento en el
E-ctFP




animal adulto; teniendo en cuenta que en la rata se puede alterar el desarrollo dimórfico del 4
cerebro se comenzaron a hacer estudios en los que se manipulaba el ambienteesteroideo en la
etapa neonata] o en el anima] adulto, tratando de modificar con ello el patrón secretor de OH 4
propio de cada sexo y sus tasas de crecimiento.
La manipulación neonata] produce marcados efectos sobre el eje somatotropo: el 4
número de neuronas que expresan OHRH disminuye en los machos por la castración
neonatal, y aumenta en las hembras tratadas con testosterona neonatalmente. Sin embargo, el 4
ARNm de OHRH parece regularse preferentemente, y de forma positiva, por los niveles de
testosterona en el animal adulto En el caso de las neuronas que expresan SS, no existen 4
cambios en su número por ninguna de estas manipulaciones, mientras que su capacidad 4smtética está influida flindamentalmente por el ambiente esteroideo neonatal, aunque es
Importante también el ambiente esteroideo en el animal adulto, siendo la testosterona la que 4
aumenta su ARNm (Chowen y cols. 1993, 1996b). Para una revisión de datos más amplia
puede consultarse los trabajos de Wehrenberg y Giustina (1992). 4
El tratamiento neonatal con niveles elevados de andrógenos o estrógenos parece
condicionar la respuesta en adultos al ambiente esteroideo postpuberal (Chowen y cols. 1993, 4
1996b). Así según Devesa y cols. (1996), en el período neonatal se determinaría el
establecimiento del patrón diniórfico sexual en la secreción de OH y los esteroides gonadales 4
liberados a partir de la pubertad modularían ese patrón prefijado.
Pero el sistema parece ser aún más complejo, ya que podrían existir cambios en las 4
sinapsis modulados por esteroides sexuales (Painson y cols. 1992, Chowen y cols. 1996a,
1996b). Además la testosterona tiene efectos organizadores y activadores en la astroglia 4
(Chowen y cois. 1996a).
4
Por otra parte, además de la testosterona, hay &ctores testiculares no androgénicos -
secretados por células distintas de las de Leydig que también influyen en la expresión de SS y 4
OHRH (Lago y cols. 1996, Scanlon y cola. 1996), disminuyendo el contenido de ARNm de
SS en el núcleo periventricular, y evitando el aumento del ARNm de OHRH inducido por 4
DHT, con lo que parecen estar implicados en la neurorregulación y en el mantenimiento del






5.2 Alteraciones de la nutrición en la rata
En la rata tanto el ayuno como el déficit proteico llevan a una disminución en los
niveles de ¡GE 1, y de los niveles plasmáticos de OH (Maes y cols. 1991, Nogami y cols.
1994, Oster y cols. 1996). Estos niveles de ¡OF 1 no se recúperan si se administra OH
(Thissen y cols. 1991, Asakawa y cols. 1992), y en humanos en las mismas condiciones la
disminución de ¡OF ¡ ocurre en presencia de niveles plasmáticos elevados de OH (Maes y
cols. 1991, Straus 1994, Thissen y cols. 1994, Ogawa y cols. 1996); así se habla de un estado
de resistencia a la OH. Esta misma idea se apoya en los resultados obtenidos por la
administración de OH e ¡OF ¡ a ratas sometidas a ayuno, en los que únicamente la LOE ¡ era
capaz de prevenir parcialmente la perdida de peso ocasionada por el ayuno (Asakawa y cols.
1992).
Se han llevado a cabo numerosos estudios tratando de dilucidar los mecanismos por
los que se producen estas alteraciones del eje somatotropo.
Se ha visto que en la rata el ayuno, lleva a una disminución del número de receptores
de OH en el hígado (Maes y cols. 1991, Thissen 1994, Ketelslegers y cols. 1996), y de los
niveles de la OHBP (Ketelslegers y cols. 1996, Oster y cols. 1996). Disminuyen los niveles
sérícos de la ¡GFBP3 (Oster y cols. 1996), y de la ALS (Da] y Baxter 1994, Oster y cols.
1996), mientras que aumentan los niveles de IOEBP 1 y 2 (Straus 1994), y aumenta la
expresión del receptor de ¡OF ¡ en muchos tejidos (Straus 1994).
La restricción de proteínas acelera el aclaramiento de ¡GE 1 (Ketelslegers y cols.
1996), y puesto que la ALS se induce directamente por la OH y no por la ¡OF ¡ (Gargosky y
cols. 1994), se ha propuesto que el déficit de OH ocasionado por la restricción de proteínas,
llevaría a una reducción en la formación del complejo temario, lOE ¡-IOEBP3-ALS,
contribuyendo a la reducción de los niveles plasmáticos de IOF 1 (Harel y Tannenbaum
1993).
Por otra parte los cambios producidos en las proteínas ligantes de IOF 1 influirían en
su disponibilidad a nivel tisular (Straus 1994, Ogawa y cols. 1996). Ésta seria una forma de
limitar el crecimiento y de que los nutrientes meran principalmente utilizados para el
metabolismo (Zhao y cols. 1995).
Los mecanismos que influyen en la secreción de OH no están completamente
aclarados. Parece que la disminución en la secreción de OH, se debería a un aumento en el
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tono somatostatinérgico (Tannenbaum y cols. 1989), junto con una disminución tanto en la 4
expresión como en la liberación de OHRH (Okada y cols. 1994, Thissen 1994). Se sabe que
los niveles SS en la circulación periférica aumentan, sin que se modiflque el contenido 4
hipotalámico (Tannenbaum y cols. 1979), ni su ARNm (Okada y cols. 1994, Thissen 1994),
por lo que su origen parece ser periférico~(Thissen 1994), aunque no está muy claro como se 4
altera el sistema somatostatinérgico (Turner y Tannenbaum 1995). También se ha propuesto
que la falta de aminoácidos esenciales en la dieta alteraría otros sistemas de neurotransmisores 4
o neuropéptidos que modularían la secreción de OH a través de la OHRH y/o la SS (Harel y
Tannenbaum 1993, 1995, Okada y cols. 1994). Por ejemplo, el NPY, que es un potente
orexigénico en animales de experimentación e inhibe la secreción de OH al ser administrado 4
centralmente, aumenta su síntesis y liberación en respuesta al ayuno (Oruenewald y cols.
1996), con lo que podría participar en la inhibición de la secreción de OH. 4
Es importante añadir que otras hormonas como la insulina o las hormonas tiroideas,
que disminuyen en el ayuno (Thissen 1994), pueden estar contribuyendo a los efectos de la 4
falta de nutrientes sobre el eje somatotropo. Se ha propuesto que la insulina interviene junto
con la OH y la nutrición en la regulación de los niveles de ¡OF 1 (Froesch y cols. 1990) y en la 4
regulación de la expresión génica o en la estabilidad del ARNm de la ALS (Dai y Baxter
1994). Además disminuye la transcripción de la ¡OFBP 1 (Straus 1994, Ketelslegers y cols. 4
1996), y promueve la traslocación esta proteína ligante fiera del compartimento vascular
(Jones y Clemmons 1995), sin modificar los niveles de la ¡OFBP2 ó de la ¡OFBP3 4
(Tresguerres 1996b). Por otro lado el tratamiento con T3 en ratas sometidas a ayuno previene
parcialmente la disminución en la concentración de ¡GE ¡ en suero y del ARNm de OH en 4
hipófisis (Thissen 1994).
Debido a que, como hemos descrito, se puede alterar el patrón de crecimiento por
mainutrición quisimos utilizar este hecho para estudiar el proceso de crecimiento 4
compensatorio (catch up) tras al ayuno.
4
5.3 Crecimiento compensatorio
El crecimiento compensatorio es un fenómeno fisiológico normal por el que tras un 4





incremento estatural que se esperaría en ausencia de alteraciones, lo que en algunos casos
lleva a producir un crecimiento suprafisiológico (Baron y cols. 1994, Hermanussen y cols.
1996). Estos períodos de no crecimiento pueden producirse por deficiencia de OH, exceso de
glucocorticoides, malnutrición, o enfermedad (Baron y cols. 1994).
Los mecanismos que controlan la recuperación del tamaño corporal tras un periodo
de no crecimiento no parecen estar claros.
Mosier (1986, 1990) propone que el crecimiento compensatorio estaría controlado,
por un regulador central que recibiría información del tamaño del cuerpo y lo contrastaría con
una referencia aumentando o disminuyendo la tasa de crecimiento. Los organismos siguen un
patrón predecible de crecimiento proporcionado. En las interrupciones del crecimiento
aparecen desproporciones entre la longitud del esqueleto y el peso, pero siempre se tiende a
recuperar las proporciones normales, lo que sugiere un control activo.
No obstante, estudios de crecimiento compensatorio en la tibia de conejo (Baron y
cok 1994) sugieren que esta capacidad sería intrínseca del propio cartilago de crecimiento ya
que era específico del cartilago en el que se había producido la inhibición, descartando que se
debiera a un fenómeno exclusivamente neurológico o a las diferentes fUerzas mecanicas.
Proponen que la tasa proliferativa de los condrocitos del cartílago disminuye con cada
división contribuyendo a la senescencia del cartílago, y que una paralización de esas divisiones
retrasaría el envejecimiento permitiendo el crecimiento compensatorio al cesar la inhibición.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que las diferencias en presión pueden modificar la
forma y tamaño de los huesos (Prieto 1996).
En cabras, corderos y cerdos, se ha intentado utilizar la rápida ganancia de peso que
se produce tras períodos de malnutrición para aumentar la producción de carne
(Hermanussen y cols. 1996).
Los factores que contribuyen a la rápida ganancia de peso durante la realimentación y
a su pérdida con la malnutrición parecen ser múltiples y dependientes del tipo de malnutrición
al que son sometidos los animales.
Con una restricción de dieta del 30% Philips (1981) encuentran que la eficacia en la
utilización de nutrientés aumentaba en el hueso, disminuía en el tejido adiposo y no se
modificaba en el músculo. También se ha descrito que el organismo pierde agua (Azain y
cols. 1995, Zhao y cols. 1995), con lo que existe una rehidratación del mismo al comenzar la
realimentación (Zhao y cols. 1995).
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Algunos autores estudiando la malnutrición crónica neonatal (Zhao y cols. 1995) 4
observaron que la realimentación estimula preferentemente el depósito de grasa, al igual que
la restricción lo disminuye y que un soporte nutrícional adecuado permite la repleción de la 4
masa magra. También se ha postulado (Tawa y Oolberg 1992), que la realimentación produce
una rápida estimulación de la sintesis de proteínas en el músculo, acompañada de una 4
degradación de proteínas que permanece baja durante 2 días, lo que podría explicar el rápido
4crecimiento del músculo y el aumento de peso, ya que el músculo supone un 3040% del la
masa corporal. 4En la rata normalmente el fenómeno del crecimiento compensatorio se ha estimado
por cambios en peso (Phillips y Young 1975, Tannenbaum y cols. 1979, Lanz y cols. 1992, 4
Azain y cols. 1995). Nosotros quisimos estudiar en la rata que evolución presentaba su
longitud tibial tras una restricción en el acceso de nutrientes y sí el tratamiento con OH era 4
beneficioso en promover la recuperación.
4
5.4 Tratamiento neonatal con glutamato monosódico (GMS) 4
Además del estudio del crecimiento en la rata normal, utilizamos un modelo 4
deficitario en OH, cuyas características detallamos a continuación.
El tratamiento neonatal con glutamato monosódico (OMS) produce una 4
destrucción selectiva de las neuronas secretoras de OHRH del núcleo arcuato del
hipotálamo, sin afectar aparentemente, a las neuronas secretoras de LHRH, SS o CRH. 4
Ésto permite la obtención de un modelo con deficiencia selectiva de OH de origen
hipotalámico (Bloch y cols. 1984) que es ampliamente utilizado en estudios de 4
crecimiento, en muchos casos como alternativa a una manipulación más drástica como es
la hipofisectomia. 4
Se sabe que este tratamiento conlíeva otras modificaciones neuroendocrinas y
metabólicas. En general son animales obesos (Bakke y cols. 1978, Oreely y cols. 1980, 4
Nemeroff y cols. 1981, Maiter y cols. 1991b, Kubota y cols. 1994)aunque no sufren
hiperfagia (Redding y cols. 1971), presentan disminución del peso de la hipófisis, por la 4
falta de efecto trófico de la OHRH sobre la hipófisis (Maiter y cols. 1991b) y de los
testículos (Bakke y cols. 1978, Terry y cols. 1981; Wakabayashi y cols. 1986, Villanúa y 4




hipofisarias (Maiter y cols. 1991b) como en la eminencia media (DePaolo y Negro-Vilar
1982). El contenido hipotalámico de TRH parece no estar modificado (Millard y cols.
1982), y tampoco se ha encontrado disminución en el contenido hipofisario de TSH
(Jennes y cols. 1984), aunque sí se ha descrito un descenso en los niveles plasmáticos de
TSH (Bakke y cols. 1978). Respecto al peso del tiroides, algunos autores lo encuentran
disminuido (Bakke y cols. 1978), mientras otros no detectan modificaciones del mismo
(Redding y cols. 1971). Tampoco se detectan cambios en los niveles de prolactina
(Nemeroff y cols. 1981, Millard y cols. 1982). En ratas hembras, este tratamiento se
acompaña de la aparición de ciclos estrales irregulares (Oreely y cols. 1981, Nemeroff y
cols. 1981, Dada y cols. 1984). Los nivele§ de estrógenos se han descrito tanto
reducidos (Nemeroff y cols. 1981, Dada y cols. 1984) como no modificados (Villanúa y
cols. 1992). También se ha descrito que el tratamiento con OMS adelanta la apertura
vaginal (MacDonald y Wilkinson 1990) aunque en este caso sería porque se elimina parte
del control negativo de la secreción de gonadotropinas, o que se retrasa (Badger ycols.
1982, Dada y cols. 1984).
Es importante resaltar que de todas las hormonas hipofisarias, es probablemente
la OH la hormona más dramáticamente afectada por este tratamiento (Dada y cols. 1984,
Corder y cols. 1990), debido a la falta de producción de OHRH (Kubota y cols. 1994).
Estos animales presentan una disminución en la amplitud de los picos de secreción de
OH (Clark y Robinson 1985a), y en sus niveles plasmáticos (Terry y cols. 1981, Katakami y
cols. 1984), así como en el contenido hipofisario de esta hormona (Dada y cols. 1984, Maiter
y cols. 1991b, Huy cols. 1993, Arce y cols. 1995).
Por ello, presentan una marcada disminución en su tasa de crecimiento (Greely y cols.
1980, Nemeroff y cols. 1981, Badger y cols. 1982, DePaolo y Negro-Vilar 1982 Millard y
cols. 1982, Kubota y cols. 1994), evaluada tanto en peso corporal, como en longitud tibial o














































@ Validar la microknemometria como técnica para el seguimiento del crecimiento diario
de los huesos largos de la rata. Tratar de poner de manifiesto las similitudes o
discrepancias existentes entre la evolución diaria del peso y de la longitud tibial como
estimaciones del crecimiento del animal.
® Estudiar el patrón normal de crecimiento de la rata:
a. Constatar la existencia de dimorfismo sexual en el patrón de crecimiento de los
huesos largos en la rata.
h. Evaluar la posibilidad de oscilaciones en la velocidad de crecimiento en cortos
períodos de tiempo.
e. Estudiar en la rata macho la existencia de cambios ultradianos de la longitud
tibial mediante medidas realizadas cada 3 horas a lo largo de 24 horas cada 7
días, para detectar las horas del dia en las que el crecimiento es mayor.
(3)Estudiar en la rata macho normal:
a. Si es posible potenciar su crecimiento mediante distintas pautas de
administración de hormona de crecimiento a dosis altas.
b. Dada la interrelación existente entre crecimiento y hormonas sexuales, se
investigará el efecto sobre el crecimiento de la castración química inducida
mediante la administración de un análogo de LHRH.
® Estudiar el proceso de crecimiento en ratas macho tratadas con OMS neonatalmente,
que destruye la mayoría de las neuronas OHRHérgicas, y que constituye un modelo
experimental de enanismo hipotalámico. Se comprobará en este modelo, el efecto de
la castración, así como la repercusión de la administración de OH, PT o ambas en
animales intactos o castrados.
~ Estudiar del patrón de crecimiento en la rata hembra.
a. Comprobar la posible potenciación del crecimiento mediante el tratamiento con
OH exógena a dosis elevadas.
b. Al igual que en machos estudiar el proceso de crecimiento tras el tratamiento
neonatal con OMS, así como el efecto de la administración de OH de la misma
forma que en la rata normal.
e. Estudiar el papel de la OHiRH en el crecimiento mediante su administración en
in>~ecciones o de forma continua, combinada o no con SS, tanto en la hembra
normal como en la deficitaria en OH.
~ Evaluar la repercusión sobre el crecimiento de las alteraciones del proceso de
diferenciación sexual del hipotálamo en la rata, por medio de la administración
neonatal de Pr a los animales hembras o castración neonatal a los animales machos.
© Analizar en la rata macho la dinámica del proceso de crecimiento compensatorio
producido tras períodos de inhibición del mismo, como el ayuno. Explorar la posible
potenciación de este fenómeno por la administración exógena de OH, ya sea en el











































. Matcriales y Métodos
3 1. ANIMALES
Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, cuyos progenitores procedían de Interfauna-
Harían, criados por el animalario de la Universidad Complutense de Madrid. N0 de
Registro del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación 28079-15 ABC.
3 1.2 Régimen de mantenimiento
u Las ratas se mantuvieron en el animalario de la Universidad Complutense deu Madrid, con un régimen luminoso de 12 horas luz-12 oscuridad (encendido a las 8.00
horas). Temperatura y humedad de 22 ±20Cy 50 + 5% respectivamente. El destete se
llevó a cabo a los 21/22 días de vida. Los animales adultos frieron homogeneizados por
peso previamente a cada experimento; en los casos de tratamientos neonatales las
camadas fUeron homogeneizadas a 8-10 animales por madre.
- Los animales se mantuvieron en grupos de 7-8 animales/jaula desde los 21 días
u hasta los 30 días, pasando entonces a 4-5 animales/jaula. Las jaulas utilizadas frieron de
policarbonato (Macrolon®, Panlab) de 46,5 • 21,5 • 14,5 cm, lo que supone una
superficie basal de 1000 cm2. Las hembras preñadas o con crías recién nacidas, así como
las ratas aisladas para reducción de su ingesta, se mantuvieron en jaulas del mismo
material pero superficie basal de SOQ cm2 (22 * 20 • 14,5 cm). Las madres durante elu período de cría y las crías hasta los 30 días de vida fUeron alimentadas con pienso de cría
A-03 (Panlab), pasando a pienso de mantenimiento A-04 (Panlab) a partir de ese
momento. Tanto el agua como la dieta se suministró “ad libitum”, salvo esta última en
los protocolos de ingesta reducida o ayuno total.
u
2. SEGUIMIENTO DE LOS ANIMALESu
2.1 Estudio del ciclo estral y comienzo de la pubertad
En los experimentos diseñados con ratas hembras se observó la aparición de
apertura vaginal y se monitorizó el ciclo estral, mediante el estudio por microscopia del
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tipo de células presentes en el frotis vaginal, a partir del dia siguiente a dicha apertura y
hasta el final del experimento.
Para prevenir infecciones al realizar dichos frotis, se utilizó una pipeta Pasteur
por jaula, lavándola en solución salina después de cada frotis. Cada día las pipetas se
lavaron al terminar en una sdución de Hibitane® diluido en agua destilada.
En el caso del diseño experimental 6.4 se observó la aparición de separación
balano-prepucial.
2.2 Peso de los animales
Los animales se pasaron a diario con una balanza Soehnle, cuyo error es de 1 g
para pesos inferiores a 320 g, a partir de este peso y hasta 1 Kg el error asciende a 2 g.
2.3 Microknemometría
La microknemometría es una nueva técnica no invasiva que permite una medida
muy exacta de la longitud tibial de la rata, estando el animal despierto, y cuyo error
técnico medio, tras entrenamiento, es inferior a 100 p.m (Hermanussen y cols. 1995).
Este error es muy inferior al incremento de longitud diario, o tasa de crecimiento, de la
rata que está en tomo a los 500 ktm/dia en animales peripuberales, lo que permite no sólo
un seguimiento del crecimiento diario sino incluso en períodos inferiores a 24 horas.
El microknemometro fine diseñado por Dr. Fahrentholz en Kiel. Alemania.
4 Microknemómetro
El microknemometro es un goniómetro digital conectado a una pantalla
electrónica y está compuesto por dos brazos articulados, que acaban en dos enganches
metálicos (figura 10). Los enganches son dos anillos huecos diseñados de tal manera que
el superior “encaja” la rodilla del animal y el inferior su talón, permitiendo una fijación
temporal de la tibia del animal (Hermanussen y cols. 1995, ¡996). Un muelle entre ambos
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La pantalla electrónica muestra números enteros (unidades arbitrarias) en fUnción
del ángulo de abertura entre los brazos (a), correspondiendo cada unidad (U) a 0,00330,
que representan aproximadamente 12 ¡.tm para ángulos de apertura pequeños. La previa
calibración del aparato permite establecer esta equivalencia la cual, facilita la lectura de
los datos en micras en lugar de en unidades arbitrarias. La calibración consiste en la
medida de una tablilla marcada en puntos concretos; esos mismos puntos se miden a
continuación con un calibre, para transformar esas distancias en grados de apertura
(Distancia = longitud brazo * 2 [sen cc/2] ). Así, se deduce que un aumento en 302
unidades supone un aumento en la apertura de ¡0 (o sustituyendo ahora a por su valor
por unidad, la distancia en iim).
PANTALLA
INICA
Figura 10: Esquema del microknemómetro
En la medida están incluidos los tejidos blandos y el grosor de la articulaciones
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aproximación de la distancia real, aunque son detectados muy sensiblemente cambios en 4
este parámetro.
Sin apertura alguna de los brazos aparece en la pantalla un valor inicial de 10193 4
U (ángulo 0), estando los brazos separados entre sí 2,3 cm. Al valor obtenido para cada
medida hay que restarle el valor inicial, multiplicarlo por 12 para expresarlo en l.tm y 4
sumarle la distancia entre los enganches en jm 4
kS?~ik$’~ lt1Iedi~1&(Ut4É4~3fkJX> * 12J 4½3000(Mt
>
t.. 4
4 Procedimiento de medida 4
La rata se sitúa frente al observador con la cabeza hacia la derecha. Antes de 4
comenzar la medida es importante que el animal se encuentre relajado, y permanezca en 4
una posición más o menos fija. Previamente a realizarse las medidas, los animales fUeron
acostumbradosa su manejo (figura 11). 4
Los brazos del aparato, abiertos por el observador, abrazan la extremidad
posterior derecha de la rata, dejando que sea el muelle el que ejerza sobre ésta una 4
presión constante. Debido a que la medida de esta distancia puede verse influenciada por
la posición del animal y el ángulo que formen talón, tibia y fémur, se estandarizaron las 4
condiciones de medida, tal y como se ha recomendado con anterioridad en la
knemometría (Oibson y cols. 1993). Una luz vertical proyecta, sobre una cuadrícula 4
ndlimetrada, la sombra de una estructura longitudinal, colocada en el brazo superior del
aparato, (en nuestro caso un lapicero) buscando con cada medida una sombra de 4
longitud e inclinación constante (en nuestro caso de 430 calculado a partir de la inversa
del coseno de la división: mm en la gradilla! longitud del lápiz). 4
La longitud tibial se determina a través de 4 estimaciones subsecuentes e
independientes de esta distancia, dejando que el animal se mueva entre cada una de ellas, 4
una vez descartada la primera medida (suele ser el valor más alejado del resto, al igual
que se observa en la knemometría, Wit y cols. 1987, Hermanussen y cols. 1988a) se 4
calcula la mediana de las otras 3 estimaciones. El tiempo total empleado varía en fUnción 4
del animal, pero puede llegar a ser inferior a 2 minutos. 4
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siempre bajo las mismas condiciones de sonicación (Frecuencia 50%, Intensidad 3), a 4
continuación se centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 15 minutos, decantando el
sobrenadante que era de nuevo congelado a -200C. 4
3.3 Procesamiento de los hipotálamos 4
Los hipotálamos se recogieron en seco y fueron inmediatamente congelados en 4
nieve carbónica, manteniéndose a continuación a -800C hasta su procesamiento.
Los hipotálamos se procesaron en 500 ~l de acético 2 M, sonicando 10 ciclos, a
continuación se añadieron otros 500 gí y se hirvieron durante 5 minutos, se centrifugaron
(30 minutos a 17000 r.p.m.), se decantaron los sobrenadantes y se liofilizaron. El
liofilizado se guardó a -200C hasta su posterior cuantificación por RIA.
4. DROGAS EMPLEADAS
4.1 Tratamiento neonatal con glutamato monosódico 4
El glutamato monosódico (OMS) se preparo a una concentración de 100 mg/200
j.tl en solución salina al 90/oo. Los animales fueron inyectados subcutáneamente en el lomo
en días alternos durante los diez primeros días de vida (2, 4, 6, 8 y 10), con 4 mg/g peso
corporal del animal. Sus correspondientes controles recibieron un volumen equivalente 4
de solución salina. El orificio de la piel se selló con colodión. Antes de devolver las crías
a la madre y para evitar su rechazo, por el olor del colodión, éstas se “envolvían” en el 4
serrín de la jaula.
4.2 Hormona de crecimiento 4
La hormona de crecimiento utilizada procedía de Laboratorios Serono SA.
(rhOH Saizen®) y fue reconstituida en suero salino para su inyección, subcutánea.
4.3 Hormona liberadora de hormona de crecimiento
La OHIUI utilizada procedía de Laboratorios Serono S.A. (Oeref®, análogo 1-
29 NH
2) y fue en todos los casos utilizada previa reconstitución del liofilizado en 4





La somatostatina utilizada fue Sandostatin®, (octreótida, DC¡) de Laboratorios
Sandoz, presentada en envase de 1 mg /5 mI; para su inyección subcutánea fue
previamente diluida 1:10 en solución salina estéril.
5. ESTUDIOS ANALITICOS
5.1 Radioinmunoanálisis
Se basa en una reacción competitiva, entre la hormona presente en la muestra
(hormona fría) y una cantidad constante de esa misma hormona marcada con 1125 (hormona
radiactiva) para unirse a un anticuerpo específico.
La afinidad del anticuerpo, que se añade en una cantidad constante a todos los tubos,
es la misma por ambas hormonas, por lo que la cantidad de hormona radiactiva ligada al
anticuerpo dependerá de la cantidad de hormona fila presente en la muestra. Es decir, a
mayor concentración de hormona fría menor oportunidad tendrá la hormona radiactiva de
unirse al anticuerpo.
Una curva patrón con cantidades crecientes conocidas de hormona fila se utiliza para
calcular las concentraciones de la hormona presentes en las muestras problema. En esta curva
se representan en una escala semilogarítmica las cantidades conocidas de hormona fila frente
al % de unión de la hormona radiactiva al anticuerpo (%B). Cada punto de la curva se valora
por triplicado. La unión se calcula mediante siguiente fórmula:
Donde B0 representa la hormona radiactiva ligada por el anticuerpo en ausencia de
hormona fría (unión especifica) y N representa uniones inespecíflc4 como es lógico estos
tubos no llevan ni anticuerpo ni horm¿na fría. La precipitación de la hormona unida al
anticuerpo se logra de diversas maneras: 20 anticuerpo (anticuerpo-anti anticuerpo), carbón
dextrano o Staphilococcus, por tanto este reactivo será añadido tanto a los tubos Bo, como a
los N. Además ha de existir un At como control de actividad radiactiva total, que permite
adent calcular la unión especifica [(BO-N)/ At] e inespecífica (N/At) de la horñiona
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marcada. Con cada hormona ha de buscarse trabajar con un % de unión constante (% Bo). 4
Como trazador para las hormonas hemos utilizado el 1125, ya que, este isótopo ofrece
las ventajas de obtener una mayor actividad especifica que el H~ y además el contaje de su 4
emisión es más sencillo que el de un emisor beta que requiere liquido de centelleo. En todos
los casos las muestras se pipetean por duplicado. 4
11.1 Radioinmunoaná/isis de CH 4
A. Inmunorreactivos y soluciones tampón: 4
Se utilizó como hormona patrón la NIDDK-rOH-RP-2. Para la yodación se utilizó
NIDDK-rOH-I-6. El anticuerpo utilizado fue el NIDDK-anti-rOH-S-5.
Tanto estos reactivos, como los utilizados en el radioinmunoanálisis para LH, así 4
como el anticuerpo para IOF 1 fueron amablemente cedidos por el National Hori’none and
Pituitai.y Program (NHPP) del National Institute for Diabetes ami Digestive and K¡dney 4
(NIDDK) y en todos los casos fueron reconstituidos siguiendo las instrucciones que los
acompañan. 4
Las soluciones tampón utilizadas para la realización del radioinmunoanálisis fueron:
•• Tampón fosfato 0,5 M: Se prepara mezclando una solución 0,5 M de Na2HPO4• 2
1120 y otra solución 0,5 M de KH2P0~. plrh 7,6.
O Tampón fosfato O,O1M: Se prepara por dilución 1:50 del tampón anterior y 4
añadiendo NaCí 0,1 SM. pH= 7,6.
O TampónBSA: Se prepara a partir de un tampón fosfato 0,01 M, NaCí 0,15 lvi, BSA 4
(albumina sérica bovina) 1%. pH= 7,6.
4 Tampón EDTA: Es un tampón fosfato 0,01 Nf, EDTA 0,025 Nf, NaCí 0,15 Nf, 4
Tritiplex 0,025 Nf. pH= 7,6.
B. Radioyodación de la hormona
:
4
El marcaje, o radioyodación de la hormona, consiste en incorporar el I~ en la
hormona por medio de alguna reacción enzimática. Se pueden utilizar varios métodos, 4
nosotros hemos utilizado el de la lactoperoxidasa.
Sobre la alícuota de la hormona (2,5 ¡ig en 25 ¡.d de tampón fosfato 0,5M) se añaden 4
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• 10 ¡tI de tampón fosfato 0,5 Nf.
• 5gl(0,5mCi)deJ’~.
• 10 ití de dilución de lactoperoxidasa (0,5 gg).
• 1 ¡tI de dilución 1:lOOOOdeH2O2.
Después de 4 minutos de reacción se añaden 100 ¡tI de tampón BSA para detener la
reaccion.
La oxidación por H2Q, en presencia de laxtoperoxidasa, consigue que el yoduro
radiactivo pase a yodo atómico, así éste último, sustituye a los átomos de hidrógeno que
forman parte de la estructura molecular de las proteínas, fundamentalmente en el núcleo
fenólico de la tirosina.
Con el fin de separar la hormona yodada del yodo libre y los reactivos añadidos, una
vez finalizada la reacción, el producto de reacción se puuifica por cromatografla en una
columna de 16 * 0,8 cm rellena con Sephadex 0-50 Fine, equilibrado en tampón fosfato 0,01
Nf, y previamente saturada con tampón BSA, lo que previene la adsorción de la hormona al
Sephadex o su fijación a las paredes de la columna.
La hormona marcaday almacenada debe ser purificada el mismo día en que se realiza
el análisis. Esta purificación se realiza por cromatografla en una columna de 24 * 1,5 cm
rellena con Sephadex 0-100 equilibrado en tampón fosfato 0,01 Nf, y previamente saturada
con BSA. Las fracciones tanto del marcaje como de la purificación se recogen en tampón
BSN
El rendimiento y la actividad específica de la hormona se detennina por el método del
ácido tricloro-acético (TCA), que es un método inespecífico de precipitación de proteínas.
Una vez diluida una pequeña parte del producto del marcaje, se toman alicuotas de 50 ¡tí,
añadiendo a la mitad de ellos 500 ¡tI de tampón BSA, para aumentar el precipitado, y 2 ml de
TCA al 10%, se agitan, se incuban ¡5 minutos a 4
0C, y se centuifligan otros 15 minutos a
3000 r.p.m., aspirando el sobrenadante, a continuación se cuenta tanto el precipitado como la
otra mitad de las alicuotas 1 minuto en un contadorde radiactividad.
La actividad específica y el rendimiento se calculan con las siguientes fórmulas:
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4
En el caso de la OH la actividad especifica media fue de 68,7 gCi/gg y el rendimiento
medio de un 34%. 4
C. Realización y Cinética del RIA: 4
Las muestras de plasmas se pipetean directamente y las hipófisis, una vez procesadas, 4se diluyen en tampón BSA en una relación de 1:100000. La curva patrón de OH abarca un





Figura 12: Curva patrón media del RIA de OH. 4
Para control intemo en todos los RIA valoramos los niveles de OH en un pool de 4
suero.
También portriplicado se pipetean: 4
- At o controles de radiactividad que sólo contendrán GRyodada.
-No controles de actividad inespecífica, que contienen 200 ¡tI de tampón EDTA, la 4
hormona yodada y Staphilococcus cwreus. En nuestro caso su valor medio es del 2.7 4
- Bo o controles de actividad específica, que contienen además el anticuerpo especifico. Su
valormedio fue del 27.7%. 4
Todos los tubos antes de la adición del anticuerpo se completan a un volumen final de
300 pl con tampón BSA. 4
Un vezpipeteadas las muestras:
- Se añade, excepto a los N y At, un volumen de 200 ¡tI por tubo del anticuerpo a una
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- Se preincuba durante 24 horas a 40C con objeto de aumentar la sensibilidad del ensayo.
- Se añade a todos los tubos 20.000 c.p.m. aproximadamente de OH marcada, en un volumen
de 100 ¡tI disuelta en tampón BSA.
- Se incuba durante 3 días a 40C. Al final de este periodo de incubación se separa la OH unida
al anticuerpo de la OH libre mediante la adición de 50 ¡tI de una suspensión de
Staphilococcus aureus en tampón fosfato EDTA con Tritón al 1%. Se incuban durante 20
minutos a 40C. Después se centrifugan los tubos a 4 0C y 3000 r.p.m., durante 15 minutos. Se
aspira el sobrenadante y se cuenta el precipitado, que contiene la hormona yodada ligada al
anticuerpo específico, durante 1 minuto en un espectrofotómetro de centelleo sólido.
La sensibilidad del RIA es de 5 pg/tubo con un coeficiente de variación interensayo e
intraensayo del 7,5 % y del 9 %, respectivamente.
S. 1.2 Radioinmunoanálisis de LA!
A. Inmunorreactivos y soluciones tampón
:
Se utilizó como hormona patrón la NII)DK-rLH-RP-3 Para la yodación se utilizó
NIDDK-rLH-I-9. El anticuerpo utilizado fue el NIDDK-anti-rLH-S- 10. Las soluciones
tampón utilizadas para la realización del radioinmunoanálisis fueron las mismas que las
utilizadas en el caso de la OH, comunes para las hormonas hipofisarias.
B. Radioyodación de lahonnona
Tanto el marcaje, como la purificación por cromatografla del producto de reacción y
la hormona marcada y almacenada se realizan de la misma forma que para la OH. La
actividad específica media fue de 116,5 ¡tCi / ¡tg y el rendimiento medio de un 46,6 %.
C. Realización y Cinética del RIA
Las muestras de plasma se pipetean directamente y las hipófisis, una vez procesadas,
se diluyen en una relación de 1:5000. La curva patrón de LII abarca un rango de
concentraciones desde 1 hasta 2500 pg/tubo (figura 13).
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Figura 13: Curva patrón media del RIA de LH. 4
En este caso los controles de actividad inespecifica (N) condenen 200 ¡tI de la mezcla 4
de tampón EDTA con tritón al 1% y suero de conejo al 0,25%, la hormona yodada y el
segundo anticuerpo, y cuyo valor medio fue del 1,4 %. El valor medio de los controles de 4
actividad específica (Bo), fuedel 13,1 %.
Todos los tubos antes de la adición del anticuerpo se completan a un volumen final de 4
200 ¡tI con tampón BSA. Un vez pipeteadas las muestras:
- Se añaden 50 ¡tI por tubo del anticuerpo, excepto a los N y At, a una dilución final de 4
1:80000 disuelto en tampón EDTA con 0,25 % de suero de conejo. 4
- Se preincuba durante 3 días a 40C con objeto de aumentar la sensibilidad del ensayo.
- Se añade a todos los tubos 10.000 c.p.m. aproximadamente de LH marcada, en un volumen 4
de 50 ¡sí disuelta en BSA.
- Se incuba durante 2 días a 40C. Al final de este periodo de incubación se separa la LH unida 4
al anticuerpo de la LII libre mediante la adición de 500 ¡tI de una mezcla que contiene el 20
anticuerpo (tampón fosfato 0,01 M con 10 % Polietilénglicol, 10 ¡ii/tubo de 4
antigammaglobulina de conejo, obtenida mediante la inmunización de ovejas en nuestro
propio laboratorio por los doctores C. Ariznavaneta y J.A.F. Tresguerres). Procediendo a la 4
separación de la misma fonna que en el RIA de OH.
La sensibilidad del RIA es de 5 pg/tubo con un coefici~~~~de variación interensayo e 4
















5.1.3 Rad¡oinmunoanálisis de IGEI
Este radioinmunoanálisis fue puesto a punto por nuestro grupo basándonos en el
método descrito por Daughaday y cols. (1980), así como en la metodologia utilizada en
nuestro laboratorio para la realización de otros radioinmunoanálisis. Se utilizó un RIA de no-
equilibrio, con preincubación de la muestra con el anticuerpo previamente a la adición de
hormona marcada, aumentando la sensibilidad del ensayo (Furlanetto y cols. 1977).
A. Inmunorreactivos y soluciones tampón
:
Se utilizó como hormona patrón y para yodación la A 52-EPD 186, amabfrmente
cedida por Eli Lilly and Company. El anticuerpo utilizado fue el NIDDK UB2- 495, el cual
presenta una reactividad cruzada con IOF II del 1,5-1,9 %, reconstituido siguiendo las
instrucciones que acompañan a los reactivos. La adición de protamina sulfato al tampón de
RIA disminuye la unión inespecifica y la variabilidad interensayo (Copeland y cols. 1980,
Chatelain y cols. 1983). La composición del tampón utilizada salvo ligeras variaciones fue
amablemente facilitadajunto con el anticuerpo por LE. Underwood.
Las soluciones tampón utilizadas para la realización del radiommunoanalis¡s fueron:
4 Tampón fosfato 0,5 Nf. pH 7,6.
• Tampón fosfato 0,01M, NaCí 0,15Nf. pH= 7,6.
+ Tampón BSA: tampón fosfato 0,01 M, NaCí 0,15, BSA (albúmina sérica bovina)
1%, pH= 7,6.
•> Tampón IOF 1: tampón fosfato 0,041v!, azida sódica 0,02%, Tween 20 0,05%,
EDTA 0,0 lM, protamina sulfato 20% (protamina Roví ®). pH 7,5.
• Tampon Tnzma base (hidroximetil amino metano) 1 M.
4 TamponTr¡zma base 0, 855 Nf: obtenido por dilución 1:1,17 del anterior.
+ Tampón etanol ácido: 87,5 % etanol, 12,5 % UCI 2 N.
B. Radiovodación de lahormona
El marcaje, se realiza en este caso, por el método de la cloramína T, (Daughaday y
cols. 1980, Chatelain y cols. 1983) con un efecto oxidante más general, no específico en el
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aminoácido tirosina. Sobre una alícuota de 1 ¡sg de IOF 1 disuelto en 100 ¡sí de tampón ¡UF 1
añadimos los siguientes radiactivos:
• 25 ¡sí de tampón fosfato 0,5 Nf. 4
• 0,5 mCi de 1125(5 ¡sí)
• 2,5 ¡sg de cloramína 1 (2,5 ¡sí una vez disuelta en tampón fosfato 0,05 M). 4
• Incubar 30 segundos 4
• Añadir 1 ml de 0,025 tris HCI para detener la reacción.
El rendimiento y la actividad específica de la hormona se determina por el método del 4
ácido tricloro-acético (TCA), al igual que se realiza para la OH. La actividad especifica media
fue de 162 ¡.tCi/¡sg y el rendimiento medio de un 33%. 4
El producto de reacción se puritica por cromatografia en una columna de 56 * 1 cm
rellena con Sephadex 0-50 Fine, equilibrado en tampón Tris HCI (Tampón trizma base
0,025M tris HCI 0,25 % BSA. pH= 7,4) (Daughaday 1980, Daughaday y cols. 1982) y
previamente saturada con tampón BSA. Obteniéndose 3 picos de radiactividad, el 10 con
agregados de la hormona, el 20 con lahormona marcaday el 30 con el yodo libre.
C. Realización y Cinética del RIA
:
Las muestras de plasma se pipetean diluidos 1:100. Para separar la IOF 1 de sus
proteínas ligantes seutiliza la extracción con etanol ácido (Daughaday 1980).
* PROTOCOLO DE EXTRACCION 4
Las muestras (50 ¡sí) se incuban 30 minutos a temperatura ambiente con 450 ¡sí de 4
etanol ácido, se centrifugan 30 minutos a 3000 r.p.m., se decantan 250 ¡tI de sobrenadante
que se neutralizan añadiendo 100 ¡sí de trizma base 0,855 M., se agitan y se diluyen para en 4
tampón de RIA
La recuperación de hormona marcada en plasma fue de 83,2 % y de hormona fría del
102% (Una recuperación por encima del 1 000/o, es debido al error analítico intrínseco según
Daughaday 1980).
Este método de extracción libera el 98% de la IOFBP-3, y del 25-40 % de la
proteínas ligantes de bajo peso molecular, aunque éstas muestran muy poca interferencia en el
RIA probablemente debido a una competición directa con el anticuerpo utilizado en el R14
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sin embargo la IGFBP-3 parece mostrar una afinidad similar a la del anticuerpo, por lo tanto
un efectiva separación de esta proteína permite al anticuerpo ser el lugar preferente de unión
para la RIF 1 (Crawford y cols. 1992).
* VALIDACIÓN DEL RíA.
Se comprobó por separación del extracto con carbón dextrano que éste estaba libre
de proteínas ligantes en un 98%, frente al 43% en el caso de plasma sin extraer. También se
comprobó que las diluciones del plasma extraido fueran paralelas a la curva patrón
(Recommendations from the Srd International Symposium on Jnsulin-Like Growth Factors.
1995), (figura 14).
Figura 14: Curva patrón media del RIA de IGF 1.
La curva patrón se pipetea en un volumen 200 pl, en un rango de concentraciones
que abarca desde 2 hasta 800 pg/tubo. Para control interno en todos los RIA valoramos los
niveles de JGF 1 en un pooí de suero.
También por triplicado se pipetean: At, N, cuyo valor medio fue del 2,2 % y Bu, cuyo valor
medio fue del 21,5 %. Todos los tubos antes de la adición del anticuerpo se completan a un
volumen final de 400 ¡sí (450 ¡tI en el caso del N) con tampón IGF 1.
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- Se añaden 50 ¡ti por tubo del anticuerpo a una dilución final de 1:20000 disuelto en tampón 4
IGF 1.
- Se preincuba durante 24 horas a 4
- Se afiade a todos los tubos 15.000 c.p.m., de hormona marcada, en un volumen de 50 ¡sI
disuelta en tampón IOF 1.
- Se incuba durante 24 horas a 40C. Al final de este período de incubación se separa la IGF 1 4
unida al anticuerpo de la hormona libre mediante la adición de 500 ¡sí de la mezcla que
contiene el ~ anticuerpo, tal y como se describe para la LII, procediendo a continuación de la 4
misma forma. La sensibilidad del RIA es de 10 pgltubo con un coeficiente de variación
interensayo e intraensayo del 7,2 % y del 5 %, respectivamepte 4
5.1.4 Radioinmunoanálisis de LHRFJ 4
Este método fue puesto a punto en nuestro laboratorio por la Dra. C. Alvarez (Tesis 4doctoral 1989).
A. Inmunorreactivos y soluciones tampón: 4
Se utilizó como hormona patrón y para yodar la NRSÓ4 adquirida a U.B.L. 4
(Universal Biological Limited). El anticuerpo utilizado fue el anti-LHRH (Ferring).
Reconstituidos siguiendo las instrucciones que acompañan a los reactivos. 4
La solución tampón (Tampón LHRH) utilizada para la realización del radioinmunoanálisis
es una mezcla al 50% de los tampones BSA y EDTA, pH= 7,6. 4
B. Radioyodación de lahormona. 4
Marcamos con lactoperoxidasa 2,5 ¡sg en 25 ¡sí de ácido trifluoracético (ITA) de 4
hormona con 0,5 mCi de i9’, tal y como se ha descrito anteriormente, salvo que en este caso
se utiliza para detener la reacción 1 ml de IFA al 0,1 %. En el caso de este péptido no se 4
puede utilizar el método inespecífico de precipitación de proteínas con TCA para conocer el
rendimiento. 4
El producto de reacción se purifica por cromatogratia en una columna de
carboximetilcelulosa CM-52, reconstituida en acetato amónico 0.2 mM. La purificación se 4
hace de acuerdo con un gradiente iónico desde 0,2 mM hasta 0,2 M a pH= 7,4, utilizando
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para ello una bomba peristáltica que mezcla ambas diluciones a una velocidad de 1 ml/minuto.
Las fracciones se recogen en 50 ¡sí de albúmina humana
C. Realizacióny Cinética del RIA
:
U Los hipotálamos una vez procesados se diluyen 1:100 en tampón LHRH. La curva
patrón de LI-IRH abarca un rango de concentraciones desde 0,25 hasta 50 pg’tubou
En este caso los controles de actividad inespecífica (N), contienen 250 pl de tampón LHRH,
la homiona yodada y 1,5 ml de etanol absoluto. En nuestro caso su valor flie del 3 %, y del
32 % para los controles de actividad específica (Bo). Todos los tubos antes de adicionar del
¡ anticuerpo se completan a un volumen final de 200 pl con tampón LHRH.
Unvez pipeteadas las muestras:
- Se añaden 50 ¡sí por tubo del anticuerpo a una dilución final de 1:90000 disuelto en tampón
LHRH.
- Se preincuba durante 24 horas a 40C.
- Se añade a todos los tubos 10.000 cp.m. aproximadamente de LHRH marcada en un
volumen de 50 ¡sí y disuelta en tampón de RIA.
- Se incuba 24 horas a 40C. Al final de este periodo de incubación se sepan la LHRH unida al
anticuerpo de la LHRH Ubre mediante la adición de 1,5 ml de etanol absoluto a 40C.
Procediendo, a partir de ese momento, de la misma forma que en los RIAs anteriores. La
sensibilidad del RIA es de 0,25 pg/tubo con un coeficiente de variación interensayo e
mtraensayo del 18 % y del 4 %, respectivamente.
i. 1.5 Radio¡nmumoanáhsis de somatostatina
El RIA de SS ha sido ampliamentevalidado por la Dm. Elena Vara, del departamento
de Bioquímica de esta facultad.
A. Inmunorreactivos y soluciones tampón
:
La hormona patrón utilizada fue somatostatina cíclica y para la yodación la Tyr-SS. El
anticuerpo utilizado fije obtenido por la Dra. Elena Vara por inmunización de conejos con SS
cíclica.
Las soluciones tampón usadas para la realización del RIA fueron:
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+ Tampón SS: Na2HPO4 0,04Nf, NaCí 0,14 Nf y EDTA 0,025 Nf, albúmina bovina 4
0,25%, pH= 7,4.
+ Acetato amonio 0,2 Nf, pH= 4,4. 4
+ Acetato amonio 0,002 Nf, dilución 1:100 del anterior, pH 4,4.
4
R Radioyodación de la hormona
:
4
El marcaje, se realiza por el método de la lactoperoxidasa. Se marcan 5 ¡sg de
hormona con 0,5 mCi de 1125. El rendimiento y la actividad específica de la hormona se 4
determina por el método del ácido tricloro-acético (TCA). -j
El producto de reacción se purifica por cromatogralia en una columna de 5 * 0,9 cm
de carboximetil celulosa CNt-SO, conectada a una bomba peristáltica con un flujo de 1 4
ml/minuto, a su vez conectada a un reservorio de tampón acetato 0,002 Nf, conectado a su
vez a otro reservorio de tampón acetato 0,2 Nt, estableciendo un gradiente de 4
concentraciones lineal.
C. Realización y cinética del RIA
.
4Los hipotálamos deben diluirse del orden de 1/200 en un tampón SS. En tubos de 4
ml se pipetearon 100 ¡sI de anticuerpo especifico para somatostatina diluido (dilución final del 4
anticuerpo 1: 77.000), 500 ¡sí de somatostatina marcada con 1125, con unas 7000 cpm, 100 ¡sí
de muestra o las soluciones estándar de somatostatina. Se incubaron a 4
0C durante 48 horas. 4
La separación de la somatostatina libre de la ligada al anticuerpo se hizo añadiendo a
todos los tubos excepto a los que sólo contienen la actividad total 1 ml de una suspensión de 4
carbón-dextrano (0,25 % carbóny 0,025 % dextrano) en tampón fosfato 0,01 Nf.
Finalmente se mide la radiactividad del precipitado en un espectrofotómetro de 4
centelleo sólido. Este precipitado debido a la separación con carbón dextratio contiene la
fracción libre de la hormona, en vez de launida como ocurre en el caso de la OH. 4
La sensibilidad del radioinmunoanálisis es de 0,032 pg/tubo y la zona del mínimo 4
error corresponde al rango de concentraciones comprendido entre 10 y 80 pg/tubo (la curva
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5.2 Valoración de proteínas
Se realizó mediante el método de Bradford, con azul brillante (Bradford 1976)
La curva estándar se prepara partir de un stock de BSA (albúmina de suero bovina),
cuya concentración inicial es de 1 mg/ml en tampón fosfato 0,01 Nf, abarca un rango de
concentraciones desde 2 hasta 50 ¡sg/tubo, en solución salina en el caso de las hipófisis o
HCI 0,1 N en el caso de los hipotálamos. Las muestras se midieron por
espectrofotometría a una longitud de onda de 595 nm.
6. DISEÑOS EXPERIMENTALES:
DISEÑO EXPERIMENTAL 6.1: Estudio del patrón de crecimiento por
microknemometría en la rata macho normal
DISEÑO 61.1: Efecto de distintas pautas de administración de GH sobre el
crecimiento. Estudio de la existencia de variaciones ultradianas en la velocidad de
crecimiento.
El estudio se subdividió en dos diseños experimentales.
U •Dosis única y diaria de GH
.
u
Se utilizaron 20 ratas machos de 23 días de vida divididos en 2 grupos
experimentales:
> Grupo A: Control. N=10.
> Grupo B: Tratadas con OH. N=10.
El grupo B recibió, desde los 28 a los 58 días de vida, una inyección s.c. diaria en el
lomo de 1 U.I de OH en un volumen de 100 ¡tI de suero salino, a las 10.00 horas, de lunes a
viernes. El grupo control recibió el correspondiente volumen de suero salino.3 Los animales fueron medidos por microknemometria y pesados a diario desde los 24
días de vida hasta los 57. Estos mismos animales fueron utilizados para el estudio de las
variaciones ultradianas en lavelocidad de crecimiento.
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* Variaciones ultradianas . 4
Con objeto de evaluar el momento del cha de maximo crecimiento, se llevaron a cabo 4
medidas cada 3 horas durante 24, de la longitud tibial por microkneinometría, realizando las
medidas nocturnas bajo luz roja para no alterar el patrón de iluminación, en los días 4
especificadosen negro en el siguiente esquema:
24 2829 37 43 50 56 58 Díasdevida 4
<•Administración intennitente o continua de OH. 4
41 machos fueron divididos en grupos de 7 animales (salvo el grupo E, con 6) y
sometidos a las siguientes pautas de administración de OH:




> Grupo E: Administración c¿ntinua de OH 4
> Grupo F: Control. 4
La dosis de OH administrada s.c. en 24 horas fue la misma para todos los grupos (1
U.I./rata). El grupo control recibio s c un volumen equivalente al de OH de solución salina, a 4
las 3 horas descntas.
El implante subcutáneo de mini bombas osmóticas Alzet 2001 (flujo de 1¡tl/hora, 4
capacidad de 250¡tl) garantizó la misma dosis de esta hormona liberada de fonna constapte,
en el grupo E. El implante de la bomba (3 cm longitud * 0,7 cm de diámetro) se llevó a cabo 4
haciendo un incisión dorsal, bajo anestesia con éter, entre el omóplato y la línea media.
Debido a que la duración de las bombas era sólo de 7 días, hubo que realizar un seguffdo 4
implante de las mismas al grupo E; para evitar daños tisulares mayores sobre la zona ya
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erosionada por el primer implante, el segundo implante se llevo a cabo sin extraer la primera
bomba, colocando la segunda en el lado simétrico del dorso del animal.
Los animales fueron medidos por microknemometria y pesados a diario desde los 38
días de vida hasta los 51. Al final del experimento los animales fueron sacrificados por
decapitación, habiendo recibido los grupos A y D la inyección de OH de las 10 horas,
recogiéndose la sangre, la hipófisis y los hipotálamos.
El esquema del diseño fue el siguiente:
34 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 Diasdevida
%S%SV~W ¾v.’#~ ~ &n*v.4¿ .v~
4.
ja operación Y operación
Se cuantificó mediante RIA específico el contenido plasmático e hipofisario de
OH, el contenido hipotalámico de SS y los niveles plasmáticos de 1(1W 1.
DISEÑO 61.2: Efecto de la castración química sobre el crecimiento en el macho
nonnal.
20 machos de 24 días de vida se sometieron a los siguientes tratamientos:
> Grupo A: Control. N=10
> Grupo B: Tratados con un análogo de LHRH. N 10.
El análogo de LHRH inyectado fue Triptoreline® (LASA), cuya diferencia con el
péptido hipotalámico es la sustitución del aminoácido triptófano por glicina en la
posición
6a~ La primera inyección se llevó a cabo a los 27 días de vida a una dosis de
1,875 ¡sg! g peso corporal y la segunda a los 48 días a una dosis de 0,7 ¡sg/g peso
corporal.
Se pesaron y se midió la longitud tibial diariamente, desde los 28 a los 60 días de
vida. Se sacrificaron a los 62 días de vida, extrayéndose la sangre y la hipófisis; para la
posterior determinación mediante RIA de los niveles plasmáticos de OH y Lii, y el
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contenido hipofisario de estas hormonas; además se pesaron los testículos y las vesículas
seminales. 4
DISEÑO EXPERIMENTAL 6.2: Estudio del crecimiento en la rata macho
fritada con GMS. Efecto de la casttación, y repercusión de la
administración de CH, PT o ambas en animales intactos o castrados.
49 machos fueron divididos en los siguientes grupos experimenta1es~
Grupo Control Grupo A. N=S.
— GH + aceite
— —GH+PT
— vr + salino
— Salino + aceite.
GrupoB:N=6
Grupo C. N 6.
GrupoD. N=5.










Estos animales fueron pesados diariamente desde su nacimiento hasta el final del
experimento. Se midieron por microknemometría a diario desde los 22 días de vida hasta
los 58, coincidiendo con el tratamiento de OH, que fue administrado en dos inyecciones
s.c. de 0,5 Ul. cada una a las 10:30 y a las 15.30; sus correspondientes controles
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3 La castración se llevó a cabo a los 15 días de vida, bajo anestesia con éter,
haciendo una incisión en el abdomen por encima del pene, cosiendo el músculo con3 catgut® y la piel con seda. Por último, se aplicó colodión sobre la herida para terminar
de sellaría.
El propionato de testosterona fue administrado de la forma siguiente:
* En los días 31 y 34 de vida se inyectó s.c. 100 ¡sg de esta droga (Testex Leo®,
laboratorios Leo S.A.) disuelto en 160 ¡sí de aceite de maíz.
* Los días 37, 44 y 51 días recibieron una inyección sc. de 0,3 mg de Testoviron
Depot® en un volumen de 150 ¡sí de aceite de maíz; ya que este medicamento debido a
su composición (25 mg de PT y 110 mg de enantato de testosterona, equivalentes a 100
mg de testosterona) presenta una acción más lenta y prolongada.
Los grupos B, E, F y O recibieron subcutáneamente un volumen equivalente del
vehículo (aceite de maíz), 160 y 150 ¡sí respectivamente.
Para evaluar el efecto de los distintos tratamientos sobre los ejes hipotálamo-
hipófiso-gonadal y somatotropo, al final del experimento los animales se sacrificaron por
decapitación, conservando la hipófisis y el hipotálamo para posteriores determinaciones
hormonales de OH, LH, LI-IRH y SS. Se evaluaron los niveles plasmáticos de RiF 1. Se
pesó el hígado, los testículos, y las vesículas seminales.
DISEÑO 6.3: Estudio del proceso de crecimiento en la rata hembra.
Subdividido a su vez en dos panes experimentales:
DISEÑO 6.3.1: Estudio del papel de la GH en la rata hembra normal o deficitaria
enGH.
49 ratas hembras fueron sometidas a los siguiente tratamientos:
> Grupo A: Control. N10.
> Grupo B: Control + OH. N= 9.
> Grupo C: Tratamiento neonatal con OMS + OH. N =8.
> Grupo 1): Tratamiento neonatal con OMS + OHRH. N 8.
> Grupo E: Tratamiento neonatal con ONfS + salino i.p. N= 7
71
Materiales y Métodos 4
> Grupo F: Tratamiento neonatal con OMS + salino sc. N= 7. 4
Se realizó el seguimiento diario del peso desde el nacimiento y de la longitud tibial 4
desde el día 25 de vida hasta el 60, así como del inicio de la pubertad (apertura vaginal)
realizando frotis vaginales desde ese momento hastael final del experimento controlando así, 4
la regularidad del ciclo estral.
El tratamiento con 1 U.I de OH sc. (dividida en dos inyecciones de 0,5 U.I cada una 4
a las 10.00 h. y 16.00 h.) y con OHRH ip. (igualmente dividida en dos inyecciones de 100 ¡sg
cada una, a las mismas horas) comenzó a los 24 días de vida manteniéndose hasta el cha del 4
sacrificio, día 61, en el que los animales fueron inyectados únicamente a las 10.00 horas. El 4grupo control (A) y el grupo OMS (F) no tratados con OH frieron inyectados con 150
~xlfmyecciónde suero salino s. c.; el grupo tratado con (iNtS (E) fUe inyectado 4
intraperitonealmente con 200 ¡sL’inyección de suero salino, volúmenes equivalentes en ambos
casos a los inyectados en cada tratamiento. 4
Una vez sacrificados se recogió la sangre, la hipófisis y el hipotálamo, tal y como se
ha descrito anteriormente, para la posterior cuantificación mediante RIA del contenido 4
hipofisario y de los niveles plasmáticos de Lii e IGF 1, así como el contenido hipotalámico de
SS Ademas se procedió a pesar el hígado, elútero y los ovanos. .4
El día del sacrificio se extrajeron ambas tibias de algunas hembras control y algunas 4
hembras tratadas con OMS, conservándose en formol al 4%, para posteriores estudios
histológicos del cartilago de crecimiento. .4
Estos estudios fueron llevados a cabo por el Dr. Emilio Delgado Baesa del
Departamento de Histología de laUniversidad Autónoma de Madrid: 4
Se procedió en primer lugar a retirar el componente femoral y la región del tarso,
liberando al máximo los componentes de partes blandas, a continuación las piezas fueron 4
fijadas en formol al 10%, descaJciflcadas en ácido nítrico al 7%, e incluidas en parafina, 4
tallando un corte según el plano frontal (tercio medio) en láminas de 5 ¡un para su posterior
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DISEÑO 63.2: Estudio del papel de la GHRJ-I en el proceso de crecimiento
mediante su administración coni’inua, deforma aislada o combinada con SS.
37 ratas hembras de 33 días de vida fUeron tratadas como sigue:
Pellet Placebo. Grupo A. N= 7.
No tratamiento Pellet GHRH. Grupo B. N= 6.~ (1fl9ntj + SS. Grupo C N 5
Pellet Placebo. Grupo D. N= 8.
Tratamiento
neonatal Pellet OHRH. Grupo E. N= 6.
con OMS
Pellet OHRH + SS. Grupo F. N= 5.
La operación para el implante sc. de los pellets se realizó a los 34 días de vida bajo
anestesia con éter. Se procedió a una incisión dorsolateral cortando únicamente la piel, que
una vez introducido el pellet se cosió con seda.
Los pellets fueron fabricados por Innovative Research ofAmerica; son similares a
una pequeña pastilla de aproximadamente 0,3 mm, y constan de una matriz biodegradable que
libera de manera continua y eficaz el producto activo. La matriz se disefía en cada caso en
función del producto a incluir en la misma. Su duración fue de 21 días liberando una dosis
constante de G}{RH de 595 ¡sg/día. A un grupo de ratas normal y a otro deficitario en OH se
les implantó un pellet placebo en las mismas condiciones que los grupos tratados.
La somatostatina utilizada fUe Sandostatin®, y la dosis suministrada fue 2 ¡sg/rata/día
sc. en un volumen de 100 ¡sl/inyección a las 17.00 horas. A los grupos B y E se les inyectó el
mismo volumen de solución salina.
Se comenzó a observar la apertura vaginal y a medir diariamente por
microknemometría a los 36 días, y fueron pesadas desde el nacimiento. Desde el momento en
que presentaban apertura vaginal se procedió a la observación al microscopio de los frotis
vaginales.
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Los animales fueron sacrificados por decapitación a los 56 días de vida. Se extrajo la .4
hipófisis, el hipotálamo y el hígado. La hipófisis, una vez pesada en seco, el hipotálamo y el
plasma fueron congelados para el posterior análisis por RIA de las siguientes niveles
hormonales: contenido hipotalámico de SS, contenido hipofisario de OH, y niveles
plasmáticos de IGF 1.
DISEÑO 6. 4: Estudio de la repercusión sobre el crecimiento de la
alteración en la diferenciación sexual del hipotálamo.
16 ratas hembras y 16 machos fueron distribuidos en los siguientes grupos
experimentales:
> Grupo A: Hembras normales. N= 8.
> Grupo B: Hembras tratadas neonatalmente con propionato de testosterona. N= 8.
> Ompo C Machos normales. N 8.
> Orupo D: Machoscastrados neonatalmente en el 20 día de vida. N= 8.
Las hembras se inyectaron con 1 mg de propionato de testosterona disuelto en 100 ¡sí .4
de aceite de maiz (Testex Leo®, Laboratorios Leo) subcutáneamente en el día, quinto de
vida, sellando el orificio de la aguja con colodión (Vaticón y cols. 1985). Sus .4
correspondientes controles se inyectaron con 100 ¡sí del vehículo.
Los machos fueron anestesiados por filo, se practicó una incisión abdominal que fUe .4
sellada con pegamento quirúrgico (Histoacxyl®) tras la extirpación de los testículos. Las 4
camadas se reanimaron por calor, con una manta eléctrica a 370 C, y fueron inmediatamente
devueltos a su madre (Chowen y cols. 1993). El grupo C se sometió a operación simulada. .4
Debido a la posible pérdida de animales, por infección u otras causas, en este caso las
camadas fueron homogeneizadas a 11 crías por madre, manteniendo machos y hembras 4
juntos hasta el destete.
Los animales se midieron por microknemometría y se pesaron desde el día 23 al 57 de 4
vida, comenzando en ese momento a observar la aparición de pubertad (separación balano-
prepucial o apertura vaginal), y realizando en el caso de las hembras, frotis vaginales desde el .4
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procedió a pesar en seco la hipófisis, los ovarios, las vesiculas seminales, cuando eran
observables, el útero y el hígado.
DISEÑO 6.5: Estudio del proceso de crecimiento compensatorio
producido tras ayuno e ingesta reducida, y su posible potenciación
por administración exógena de GH.
Este estudio se subdividió en tres diseños experimentales diferentes:
DISEÑO 65.1: Estudio en la rata macho normal.
31 ratas macho fueron divididas en los siguientes grupos experimentales:
> Grupo A: Ayuno (N=7).
> GrupoB:Ayuno+Giideldía35al38deedad(N=6).
> Grupo C: Ayuno + OH del día 37 al 40 de edad(N=6).
> GrupoD:Ayuno+Giideldía39al42deedad(Nz=6).
> Grupo E: No ayuno (N=6).




ITratamientos con 1 U.I OHen una única inyeccon s.c.
En el dia 32 de vida los animales fueron separados enjaulas individuales y sometidos
a una privación total de comida, en los días 33 y 34 se les alimentó con un pella de pienso de
4 g, que se introducía en cada una de las jaulas, lo que supone una alimeptación del 30% de lo
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habitual, y en el día 35 volvieron a ser agrupados y alimentados “cid libitum “. El aislamiento .4
permitió asegurar que cada animal comía únicamente su ración. Cada una de estas
operaciones se realizaba posteriormente a ser pesadosy/o medidos. 4
Antes de comenzar la restricción de dieta, los animales se midieron a diario por
.4microknemometría,, como referencia de crecimiento normal. Al comienzo del periodo de
restricción de dieta los animales pesaban de media 112 g. 4
La medida de longitud tibial se interrumpió momentáneamente en estos días para
evitar molestar aún más a los animales y se reanudó en el día 35. En este mismo día comenzó 4
el tratamiento con OH al grupo B. Loa animales sc inyectaban una vez había tenninado su
manipulación para lamedida de crecimiento y peso (12.30 h.). Acabado el último tratamiento .4
con OH, al grupo D, se continuó midiendo y pesando a los animales hasta su sacrificio el día
44. Durante todo el periodo de ayuno el agua estuvo disponible “cid Iibitum “. .4
DISEÑO 65.2: Estudio en la rata macho tratada con GMS. .4
El diseño experimental utilizando 26 ratas macho fue el siguiente: .4
>. Grupo A: Tratamiento neonatal con OMS + ayuno N= 6. .4
» Grupo B: Tratamiento neonatal con OMS + ayuno + OH del día 62 al 65 de vida. N= 6.
> Grupo C: Tratamiento neonatal con OMS + ayuno + OH del día 65 al 68 de vida. N= 5. 4
» Grupo D: Sin tratamiento neonatal + ayuno. N= 4.
> Grupo E: Sin tratamiento neonatal ni ayuno. N 5. 4








U Materiales y Métodos
En el día 59 de vida los animales se separaron en jaulas individuales con privación
total de comida; en los días 60 y 61 se les alimentó con un pellet de pienso de 6 g, introducido
en las jaulas, lo cual supone una restricción al 30% de la alimentación habitual
(aproximadamente 20 g), y en el día 62 volvieron a ser agrupados y alimentados “cid
libitum1 Todas las manipulaciones se llevaron a cabo después de ser medidos y pesados. En
este caso no hubo interrupción alguna de lamedida de longitud tibial.
Al igual que en el diseño experimental anterior, hubo un período de observación
previo a la restricción de dieta, midiendo por microknemometría y pesando a diario. Al
comienzo del periodo de ayuno los animales control pesaban de media 330 g y los tratados
con OMS 260 g.
En el día 62 con la realimentación, comenzó el tratamiento con OH en dos
inyecciones sc. de 0,5 U.I cada una, a las 10.00 y a las 16.00 h. Durante todo el período de
ayuno el agua estuvo disponible “cid libitum
Una vez finalizado el tratamiento con OH en los diversos grupos, se continuaron
midiendo y pesando hasta los 73 días, en que se sacrificaron.
DISEÑO 65.3 : Estudio en la rata macho tratada con GMSprolongando el período
de ayuno.
El diseño experimental utilizando 48 ratas macho fije llevado a cabo de la siguiente
manera:
» Grupo A: Sin tratamiento neonatal con OMS pero con ayuno N= 7.
» Grupo B: Sin tratamiento neonatal con OMS ni ayuno. N 7.
> Grupo C: Tratamiento neonatal con OMS, sin ayuno. N= 7.
> Grupo D: Tratamiento neonatal con OMS + ayuno. N 7.
» Grupo E: Tratamiento neonatal con OMS + ayuno + OH del díade vida 83 al 87. N 7.
> Grupo F: Tratamiento neonatal con OMS + ayuno + OH del día de vida 86 al 90. N 7.
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En el siguiente esquema se detalla el desarrollo temporal de experimento: 4
Tomas de muestra 4
Días de vida
62636465 697071727374757677787980818283848586878889909192939495% 979899100 .4
1
Restricción dc dieta .4
Tratamientos con OH
len dos inyecciones s.c. 4
4-de Ul. cada una.
En el día 76 de vida se llevó a cabo una extracción de sangre basal a 10 ratas sin 4
tratamiento con OMS, y a otras 10 con dicho tratamiento.
.4
En el día 77 se separaron en jaulas individuales con privación total de comida, que se
mantuvo también en el día 78. Desde el día 79 al 82 se les alimentó con un pellet de pienso de .4
6 g cada día, introducido en las jaulas, lo que supone una restricción del 70% de la
alimentación habitual (aproximadamente 20 g). .4
En el día 83 previamente a ser agrupados y realimentados “cid libitum “, se realizó
una nueva extracción de sangre, bajo anestesia con éter a los grupos A, B, C, y 10 ratas al 4
azar entre D, E y F; en este mismo día comenzó el tratamiento con OH en dos inyecciones
s.c. de 1 U.I cada una, a las 10.00 y a las 16.00 h, su correspondiente grupo control también 4
sometido a ayuno recibía el mismo volumen inyectado en solución salina (200 pl). Durante
todo el periodo de ayuno el agua estuvo disponible “cid Iibitum “. Dos días después de haber 4
finalizado cada uno de los tratamientos con OH, es decir, los días 89 (grupo E) y 92 (grupo
F), se procedió de nuevo a extraer de sangre bajo anestesia con éter, tanto al grupo sometido 4
al tratamiento como a su control “ayunado” (E, D,F y D).
Todas estas manipulaciones se realizaban después de que los animales fueran medídos 4
y pesados. Estas muestras fueron utilizadas para posteriores determinaciones del los niveles
.4plasmáticos de OH e IOF 1.
Los animales fueron medidos por microknemometría y pesados a diario durante todo
.4




del periodo de ayuno los animales control pesaban de media 360 g y los tratados con OMS
300g.
7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS:
Los valores se expresan como la media ±el efror estándarde lamedia, excepto donde
se especifique lo contrario.
Debido a las di&rencias existentes entre los diseños experimentales, se aplicaron
distintos análisis estadísticos para su estudio. En general la evolución ponderal o de longitud
se analizó a través de un ANOVA de medidas repetidas, que proporciona información sobre
las diferencias existentes entre los grupos y su comportamiento en función del tiempo.
La mayoría de los parámetros estudiados fueron analizados a través de un ANOVA
factorial de una via, procediendo a establecer comparaciones a posteriori con el test de
Sheffé.
En el caso de los diseños experimentales 6.2, 6.3 y 6.4 se ha utilizado el análisis
ANOVA factorial de dos vías. En este tipo de análisis se plantea la hipótesis nula de no
interacción entre los efectos principales, pasando a realizar análisis para los efectos principales
en el caso de no interacción. En el caso de interacción, las diferencias entre los distintos
factores para cada diferente nivel se contrastaron con los mismos test ci posteriori que en el
ANOVA de una vía.
En algún caso debido a que las comparaciones a establecer se centraban en dos
grupos se analizaron por una T de Student.
El paquete estadístico utilizado flie de Apple Inc. Se considera como límite de
significación el valor de p <0.05.
Además en los diseños experimentales 6.5. * se utilizó el análisis de regresión lineal
para estudiar la velocidad de crecimiento en cada grupo una vez transcurrido el período de
ayuno.
MEDIA MÓVIL
En los diseños experimentales 6.1.1, 6.3.1 y 6.5.3 con objeto de visualizar las
diferencias en velocidad de crecimiento en cortos intervalos de tiempo, se calcularon las
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“tasas de crecimiento tibial diarias” de forma similar a una media móvíl (Hermanussen y 4
cols. 1985).
Cada serie individual de datos se dividió en intervalos solapados de 4 días, .4
evaluando la pendiente de la regresión lineal para cada intervalo y asignando el valor al
día central del mismo, comenzando el siguiente intervalo 0,5 días después. Es decir, el .4
primer intervalo contiene los días de observación 1, 2, 3, 4 y 5 (día central 3), el
siguiente intervalo comienza en 1,5 y acaba en 5,5 (día central el 3,5) por lo que queda 4
excluido el día 1, y todavía no estaría incluido el 6.
La fórmula utilizada fue la siguiente, donde la pendiente (b) de la regresión lineal, 4
se calcula en función de los días (x), la longitud tibial (y) y el número de datos incluidos
.4
en el intervalo (n).
.4
También se calculó el límite superior e inferior de confianza al 95% de la
pendiente (Hermanussen y cols. 1995).
FUNCIONES GOMPERTZ .4
Para caracterizar el patrón de crecimiento y describir los incrementos de 4
velocidad se desarrolló una técnica matemática que busca estructuras locales (Burmeister
y cols. 1997, Hermanussen y cols. 1997a, 1997b), representadas por funciones de tipo .4
doble exponencial, es decir en forma de 5. Para cada serie individual de medidas de
longitud, se analizaron intervalos o “ventanas” de 4 o mas días, definidas por la siguiente 4
expresión en fUnción del tiempo (t):
(¡3 + yt)
-eg (t) = a1 + a0 e
El programa proporciona una representación gráfica de los datos de longitud con
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- longitud inicial (aí).
- amplitud del ajuste (ao).
- parámetro de tiempo (13).
- pendiente (y).
El parámetro amplitud/a0 nos indica, en forma de proporción, la similitud que
existe entre la amplitud real del intervalo (en términos de diferencia entre máximo y
mínimo) y la calculada mediante el ajuste a la función, a0. Debido a que sólo
trabajaremos con esta amplitud calculada, a partir de este momento la designaremos
como amplitud.
La longitud inicial antes del miniestirón está definida por a1.
Gamma representa la pendiente y guarda relación entre la altura y la anchura de la
ventana en la que tenemos definida la función, es decir relaciona la amplitud del
miniestirón con su duración en el tiempo.
El punto de inflexión, es el punto donde la función pasa de ser creciente a
decreciente, por lo que nos indicaría el punto donde la velocidad de crecimiento es
máxima, y viene definido por - ¡3/y, este valor aparece en la gráfica marcado sobre el eje
de abscisas (figura 15).
El programa informático desarrollado a este efecto busca dobles exponenciales
dentro de esos intervalos, es decir, recorre cada serie de medidas de la longitud tibial de
manera individualizada: comienza con 4 puntos (medidas), avanzando y cerrando el
intervalo cuando la dispersión es demasiado alta como para que los nuevos puntos
incluidos correspondan a la misma función exponencial. Entonces comienza una nueva
búsqueda a derecha e izquierda. De esta forma algunas medidas se solapan entre dos
intervalos al ajustarse, y por tanto pertenecer, a ambos.
De esta forma, se puede acceder a información sobre la existencia o no de
incrementos individuales significativos, así como la forma de estos estirones.
Se consideraron como funciones significativas, aquellas que:
- presentaban una amplitud superior a dos veces el error de la medida por
microknemometría.
- mostraban al menos un 70% de coincidencia entre la amplitud real y la amplitud de la
respectiva función exponencial (a0), es decir la ventana contiene una función completa o
casi completa.
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- tenían una pendiente superior a 10, ya que un valor superior indica una ventana muy 4
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Figura 15: Representación gráfica de las funciones Gompertz de una rata macho normal.
Este modelo matemático se desarrolló en el departamento de matemáticas, cátedra de
matemática práctica, en la’ Universidad Christian-Albrechts de Kiel, Alemania, por los 4


























1. ESTUDIO DEL PATRÓN DE CRECIMIENTO EN LA RATA NORMAL
La aplicación de la microknemometria a la medida diaria de la longitud tibial en la
rata, ha permitido la obtención de los siguientes resultados:
1.1 Crecimiento espontáneo
La rata macho normal muestra una ganancia de longitud media diaria de
alrededor de 550 gm, y de 400 ¡xm en el caso de la hembra normal, en animales de
aproximadamente 40 días de vida, siendo el error técnico medio de 100 Vm.
En la figura 1 6a puede observarse el patrón de crecimiento en ratas normales
evaluado como longitud tibial, y la correspondiente evolución ponderal, en la figura 16b,
poniendo de manifiesto las diferencias existentes entre estos parámetros, así como el
diferente comportamiento según el sexo del animal.
No existe una diferencia inicial ni en peso ni en la longitud tibial, sin embargo las
hembras mantienen un incremento total, tanto ponderal como de longitud tibial
significativamente inferior a los machos, comenzando a separarse a partir de los 35 días
en peso y de los 40 en longitud, aproximadamente, y llegando a una talla y un peso final
inferior, tal y como se recoge en la tabla 1.
Tabla 1. INCREMENTO MEDIO EN LONGITUD TIBIAL (mm) E INCREMENTO PONDERAL MEDIO
(g) DESDE LOS 26 HASTA LOS 57 DÍAS DE VIDA.
Inicial (mm) Final (mm) Incremento (mm) Inicial (g) Final (g) Incremento (g)
Machos 2915+03 48,47+025 1932+0,2 56,44+14 30687+5,9 250,4+49
Hembras 286+017 44,17+036* 1559+029* 55,37+099 21612+5,8* 160,75+53*
* p<O,OOO1 vs machos normales. Media ±SEM.
Tal y como puede observarse las diferencias entre machos y hembras son más
marcadas en peso que en longitud tibial: por ejemplo, a los 57 días, las hembras
presentan una longitud inferior en un 8,8% a la de sus hermanos, mientras que en peso















Figura 16. Longitud tibial media ±SEM de animales machos y hembras normales (a) y evolución
ponderal media de animales machos y hembras normales (b), desde los 26 hasta los
57 días de vida. * p<0,OOO1 vs machos.
1.1.1 Variaciones Infradianas
La microknemometria permite, además observar la existencia de oscilaciones
periódicas en la velocidad de crecimiento de estos animales.
La representación de la velocidad de crecimiento, utilizando una modificación de
la media móvil, tal y como se ha descrito en material y métodos, muestra una dinámica
panicular con variaciones espontáneas de la velocidad de crecimiento. El rango de
confianza (al 95%) es muy estrecho lo que -excluye ¡a posibilidad de una tasa de



















































“miniestirones”. Este fenómeno se presenta tanto en animales machos como hembras, tal
y como puede observarse en la figura 17. La amplitud de los miniestirones es máximo en
las edades más tempranas de los animales, y va disminuyendo según avanza la edad.
Figura 17. Media móvil de la tasa de crecimiento media de una rata macho normal (a) y una rata
hembra normal (b). Se incluyen sus limites de confianza al 95 %.
1.1.2 Variaciones Ultradíanas
La sensibilidad del microknemómetro permite también, la realización de medidas


































La figura 18 presenta la variación media en los incrementos de longitud tibial, en
un grupo de machos normales, medidos cada 3 horas en los días 29, 37, 43, 50 y 58 de
edad. La longitud de la tibia no se incrementa de manera constante y continua de un
periodo al siguiente, sino que entre las 6 y las 9 horas aparece un “estirón”, que supone
el 44 5 + 3,7 % del incremento total correspondiente a las 24 horas, y es
significativamente mayor que el resto de los tiempos estudiados (p-<O,OOS), con la
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Figura 18. Incremento medio ±SEM de la longitud tibial expresado en % sobre el crecimiento
correspondiente a 24 horas en animales macho normales. * ~O,OO5.
1.2 Estudio del efecto de distintas pautas de administración de J
CH sobre el patrón de crecimiento en la rata macho normal.
J
El tratamiento con 1 U.Ildía/rata de OH a ratas macho normales desde los 28 a
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Figura 19. Longitud tibial media de ratas machos normales desde los 24 hasta los 58 días de
vida.
El incremento medio total a lo largo del periodo de estudio de ambos parámetros
se recoge en la tabla II.
Tabla II. INCREMENTO MEDIO DE LA LONGITUD TIBIAL Y PONDERAL DESDE LOS
24 HASTA LOS 58 DÍAS DE VIDA.
Media±SEM Grupocontrol .9 . GnipóGH ½‘
APeso ) 269,4 + 4 5 - 26Z55 ±65
ALen itudTibial(mm) 17,449+021 - - .17462+024 . -
La administración de GH a ratas macho normales a la misma dosis que en el caso
anterior, pero siguiendo distintas pautas (inyecciones puntuales a distintas horas del día,
de manera pulsátil o en iníbsión continua), no produjo cambios significativos ni en
incremento de longitud tibial o ponderal (tabla III), ni en la evolución de estos
parámetros a lo largo del tiempo.
Tabla 111. INCREMENTO DE LONGITUD TIBIAL Y PONDERAL MEDIO DESDE LOS 38
HASTA LOS 50 DÍAS DE VIDA.
Media ±SEM. Control 10 botÉ -14 horas~ . 19’horas -- iO-i-14+19h’ &oñtínua -
A Peso (g) 11171+257 11Z57+3-2 111 1441,44 IiS,28±5,45~-107,86±Z53 íotS=4S;
ALongitud (mm)
GH plasma(ng/ml)
5,77+0 055 5,9C±0,23 6 16+024 .6,33±0,23. 5,95±0,3 5,53±0,25- -
59+66* 8±1,4’-< -20±64 -25±8,7 1,8±0,6 9,7±3,4-












El estudio endocrinológico posterior en estos últimos animales no ha puesto de
manifiesto diferencias signiflcativas en el contenido hipotalámico de SS, ni en el
contenido hipofisario de GH, o en los niveles plasmáticos de IGF 1. Sin embargo todos
los grupos tratados muestran un descenso significativo (p<O,OI) en los niveles
plasmáticos de GH, con respecto al grupo control (tabla III) J
1.3. Efecto de las hormonas sexuales sobre el crecimiento en la
rata macho normal: Administración de un análogo de LHRH.
El tratamiento con un análogo de LHRI-vI en ratas machos normales desde los 28 J
hasta los 60 días de vida, no produce ningún cambio ni en la longitud tibial (figura 20) ni
en el peso corporal, ya sea calculando la diferencia entre los valores al comienzo de la J
observación y el final de la misma, o la posible modificación de estos parámetros en el
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Figura 20. Longitud tibial media ±SEM de ratas macho normales y tratadas con análogo de J
LHRII desde los 28 hasta los 60 días de vida. La flecha marca las inyecciones de
análogo de LHRH (Triptoreline®).18 inyección 1,875 jg/g Peso Corporal (P.C.), 2~ J
inyección 0,7 ~ig/gP.C.
El estudio de los diferentes parámetros hormonales para comprobar la correcta
actuación del análogo, muestra una disminución muy marcada del contenido hipofisario
de LH en el grupo tratado frente a su correspondiente control (figura 21a, p<O,OOOI),




incremento en el contenido hipofisario de OH,
plasmáticos (figura 21, c y d) no son significativos.





















o la disminución de sus niveles
NPJELES PLASMÁTICOS DE LH
Figura 21. Contenido hipofisario y niveles plasmáticos de OH y LH en ratas macho normales y
tratados con análogo de LHIRH. a. Contenido hipofisario de LH. * pcit0,OOO 1 vs control.
b. Niveles plasmáticos de LH. c. Contenido hipofisario de OH. d. Niveles plasmáticos
de GH. Media ±SEM.
2. ESTUDIO DEL PROCESO DE CRECIMIENTO EN RATAS MACHOS
TRATADAS NEONATALMENTE CON GMS: REPERCUSIÓN DE LA
ADMINISTRACIÓN DE GH Y EFECTO DE LOS ESTEROIDES SEXUALES.
2.1 Longitud Tibial
Todos los grupos de animales sometidos a tratamiento neonatal con OMS
muestran una menor longitud tibial, desde el inicio de las medidas a los 22 días de vida
(figuras 22, 24, 25), que el grupo control no tratado (control 28 3 + 0 25 mm, tratados


























El incremento de longitud en el penodo de estudio es menor que la de sus J












Figura 22. Evolución de la longitud tibial media ±SEM desde los 22 hasta los 58 dias de vida en
animales control, tratados neonatalmente con OMS, y tratados con OMS y castrados.
* p<0,O5 VS control. J
> Efecto de la castración asociada al tratamiento neonatal con GMS: J
Los animales tratados neonatalmente con OMS y sometidos a castración a los 15
dias de vida, no presentaron, al comienzo del periodo de observación, diferencia alguna
en longitud con el grupo tratado únicamente con OMS, tal y como se ha descrito en los
datos incluidos en el párrafo antenor. La castración, en este modelo lleva a una
reducción adicional en la velocidad de crecimiento (p<O,O5), calculada como incremento
total de longitud durante el periodo de observación (figura 23), y por tanto a una distinta
tendencia en la evolución de la longitud tibial a lo largo del tiempo (figura 22). Sin
embargo, esa disminución de la velocidad de crecimiento tibial no ifie suficiente como
para mostrar diferencias significativas en la talla final con el grupo OMS intacto J
(animales tratados con GMS intactos 45,2 + 0 94 mm, animales tratados con OMS y
castrados 43 6 + 0 52 mm). Prolongando el tiempo de observación hasta los 75 dias esas
diferencias en longitud de la tibia si llegan a ser significativas (OMS intactos 48,3 + 0 22




















Figura 23. Incremento en longitud tibial medio ±SEM desde los 31 hasta los 58 días de vida.
*p<O,O(j)1 vs control. • p<0.05 vs intactos + OMS. O p<O,OS vs castrados + OMS.
<•Efecto del tratamiento con Gil en la rata macho tratada neonatalmente con GMS
El tratamiento con OH desde el día 22 hasta el día 58 de vida, bien sea de manera
aislada o en combinación con PT desde el día 31 de vida, incrementa significativamente
la velocidad de crecimiento, independientemente de que se trate de animales castrados o
intactos (A Longitud en los distintos tratamientos: Salino 11 978 + 0,365 mm, OH
15,383 + 038 mm, OH + PT 15 679 + 039 mm, p<O,Ol, figura 23). De esta forma la
evolución del crecimiento en el tiempo es paralela para todos los grupos sometidos al
tratamiento con OH, no encontrándose en ningún caso diferencias entre ellos (figura 24).
Los grupos tratados con OH alcanzan la misma talla final, que además es superior, tanto
a la del grupo tratado con OMS como a la del grupo tratado con OMS y castrado
(figuras 22 y 24).
El tratamiento con OH no recupera la diferencia inicial de longitud producida por
el tratamiento neonatal con OMS, y por tanto estos animales no llegan a alcanzar la
longitud de los animales control, siendo las diferencias significativas (p<O,OS). El







E ~S —0—-- OMS -
—O--—— GMS+GH40 —u--—— GMS+GH’-PT







Figura 24. Evolución de la longitud tibial desde los 22 hasta los 58 días de vida en animales jmtactos o castrados, tratados con OMS y OH, aisladamente o en combinación con
PT. Se incluyen además, tanto el grupo control como el grupo de animales intactos y J
tratados con OMS. La GH se admínistró desde el día 22 hasta el día 58 de vida. Las
flechas indican los distintos tratamientos con PT, siendo la flecha clara PT de corta J
duración y la flecha oscura de larga duración. * p<O,O5 vs control. o pc0,05 vs resto dclos grupos. Media ±SEM
«Efecto del tratamiento con testosterona en la rata macho tratada neonatalmente con
GMS
El tratamiento con testosterona en los animales tratados con OMS y castrados,
produce un incremento discreto de longitud tibial con respecto al grupo de animales J
castrados no tratados (A Longitud: PT 13 037 + 0,469 mm, p=ZO,05, figura 23), pero
suficiente como para conseguir una longitud final diferente entre estos dos grupos (OMS J
y castrados 43 6 + 0 52 mm, OMS castrados y tratados con PT 45 8 + 0 36 mm, p<O,01,
figura 25), y alcanzar al grupo de animales intactos tratados neonatalmente con OMS J
(45 2 + 0 94 mm, figura 22).
Ni el tratamiento con testosterona ni la castración parecen tener un efecto























Figura 25. Evolución de la longitud tibial media desde los 22 hasta los 58 días de vida de los
grupos control, animales tratados con OMS y castrados, y animales tratados con
OMS castrados y tratados con PT. Las flechas indican los distintos tratamientos con
PT, siendo la flecha clara PT de corta duración y la flecha oscura de larga duracion.
* pctO,05 vs castrados + PT. ep<0,05 vs control.
2.2 Evolución Ponderal
El tratamiento con OMS lleva a una disminución significativa en peso (p< 0,01) a
partir del 40 día de vida, tal y como recogen los datos de la tabla IV.
Tabla IV. PESO MEDIO EXPRESADO EN g EN ANIMALES CONTROLES, ANIMALES
DEFICITARIOS EN OH, Y DEFICITARIOS EN OH Y CASTRADOS.
Día2devida Día4devida Día2ldevida
Control 7,111+0101 10,25+025 49+0779
OMS 7,5 + 0267 9,42 + 0 124* 38,5 + 1 59.
OMS + Castración 39,3 + íís.
* pctO,05 vs control. .p<0,001 vs control. Media ±SEM.
La evolución ponderal, en cuanto a los efectos producidos por los distintos
tratamientos, es similar a lo observado en longitud tibial, aunque a diferencia de lo que
acabamos de ver, el tratamiento con OH en los distintos grupos permite llegar a alcanzar
el peso de los animales control. No hay diferencias significativas entre estos grupos en el
peso final, aunque sí muestran un comportamiento en el tiempo ligeramente diferente del
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Figura 26. Evolución ponderal media ±SEM desde los 22 hasta los 58 días de vida, en todos los
grupos. La OH se administró desde el día 22 hasta el día 58 de vida. Las flechas
indican los distintos tratamientos con PT, siendo la flecha clara PT de corta duración y
la flecha oscura de larga duración. * VO,O5 vs resto de los grupos.
2.3 Eje Somatotropo J
Los animales tratados neonatalmente con OMS presentan un descenso J
significativo del peso hepático (control 16,33 ±0,61g vs OMS 997 + 068 g, p<O,OOOI).
El tratamiento con OH, de forma aislada o en combinación con PT, ya sea en animales J
castrados o intactos, tratados con OMS, aumenta significativamente el peso del hígado
respecto a los no tratados (salino 931+0,41 g, castrados o intactos tratados con OH .1
13,48 + 044 g, castrados o intactos tratados con OH y PT 14,26±0,82g, p<O,OOOí).
•JGFJ
El tratamiento con OMS produce un descenso significativo en los niveles
plasmáticos de lOE 1 (figura 27) comparado con el grupo control (p<O,000 1). El
tratamiento con OH, ya sea en animales castrados o intactos, tratados con OMS eleva
estos niveles (tratamiento con salino 636,97 + 101 7 ng/ml plasma, tratamiento con OH
1431 2 + 200,4 ng/ml plasma, tratamiento con OH + PT 1499 7 + 208 6 ng/ml plasma,
p<O,OS), sin llegar a los valores observados en el grupo control. El tratamiento con PT
por si solo en animales castrados, también es capaz de elevar los niveles plasmáticos de






























Figura 27. Niveles plasmáticos de IOF 1 expresados como media ±SEM en todos los grupos.
*p<O,OO01 vs control. e p’ZO,O 1 vs GMS + castracion.
•GH
Todos los grupos tratados con OMS muestran un menor contenido hipofisario de
OH que el grupo control (p<O,05, figura 28). La castración tiende a disminuir todavía
más el contenido aunque no significativamente, mientras que el grupo tratado con PT
muestra un aumento del contenido hipofisario de OH con respecto a todos los demás
grupos de animales castrados. Este hecho no se produce si la PT se administra



















Figura 28. Contenido hipofisario de GH, expresado como media ±SEM en todos los grupos.






El tratamiento con OMS disminuye el contenido hipotalámico de SS (control
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Figura 29. Contenido hipotalámico de somatostatina, expresado como media ±SEM en todos los J
grupos. * p<O,Ol vi’ control.
Ninguno de los tratamientos es capaz de modificar este parámetro (figura 29),
aunque el grupo castrado y tratado con OH, tiende a niveles inferiores que el resto de los
animales castrados.
24 Eje Hipotálamo-Hipófiso-Gonadal
El tratamiento neonatal con OMS ocasiona un descenso significativo tanto en el
peso testicular (control 2 84 + 0,09 g vs OMS 1,77 ±0,18 g, p<0,OOOl), como en el
peso de las vesículas seminales (control 254 ±22 mg vg OMS 106 ±28 mg, p<O,OO5).
La castración independientemente del tratamiento adicional, disminuye el peso de las
vesículas seminales respecto el de los animales intactos (media de animales intactos 126
±17 mg vg media de animales castrados 34±5,8mg, p<O,OOO 1). J
El tratamiento con PT en animales castrados, aumenta significativamente el peso
de las vesículas seminales (grupo OMS y castración 21 ±2,7 mg vs grupo OMS +
castración + PT 68 ±3,5 mg, p<O,Ol). La administración adicional de OH no ejerce
ningún efecto sobre el peso de las vesículas seminales (castrados + OH + PT 53 + 7 7





El grupo GMS muestra un descenso significativo (p’CO,OS) del contenido
hipofisario de LH respecto al grupo control (3,6 ±0,4 gg/hipóflsis vs 8 15 + 0,51
¡tg/hipóf¡sis, figura 30). La castración eleva de manera significativa este parámetro,
independientemente de los tratamientos posteriores (media de animales intactos 3,5 + 0 4
¡tg/hipófisis vs media de castrados 11 2 + 1,1 ~sg/hipóflsis,p’<O,OOOI). La administración
conjunta de PT y OH tiende a disminuir este valor tanto en animales intactos (2,2 + 0 5










Figura 30. Contenido hipofisario de LH, expresado como media ±SEM. * p<O,05 vi’ control.
• Liii?!-!
El grupo OMS presentaun contenido hipotalámico de LHRH menor que el grupo

















3. ESTUDIO DEL PATRÓN DE CRECIMIENTO EN LA RATA HEMBRA
3.1 Efecto de la administración de GH en hembra normal o j
tratada con GMS. Tratamiento con GHRH en inyecciones en ésta
última.
3.1.1 Longitud Tibial
No existen diferencias significativas en la longitud tibial a los 25 días de vida, J
entre hembras normales y tratadas con OMS (figura 33a).
Sin embargo, el incremento de longitud total desde los 25 a los 60 días de vida
(figura 32), que presenta el grupo de hembras tratadas neonatalmente con OMS es j
menor que su correspondiente grupo control, lo que lleva a una talla menor (p<O,OS) y
















Figura 32. Incremento medio, expresado como media ± SEM en la longitud tibial de ratas j
hembras desde los 25 hasta los 60 dias de vida. * p<O,OOS vs respectivo normal.
sp<0,O5 vi’ respectivo control sin OH. 0p<tO 005 vi’ tratadas con OMS y no tratadas con j
OH. J
El tratamiento con OH (1 Ul/rata/día desde los 24 hasta los 61 días de vida)
aumenta significativamente la tasa de crecimiento tanto en hembras normales como en j
hembras tratadas con OMS, tal y como puede apreciarse en la figura 32. En ambos casos




(hembras normales vs normales + OH p’CO,O5, figura 33a, hembras OMS vs hembras
OMS + OH p<O,OOí, figura 33b). Las hembras normales tratadas con OH comienzan a
separarse de su grupo control a los 35 días de vida, aproximadamente, mientras que en











Evolución de la longitud tibial desde los 25 hasta los 60 días de las hembras control
no tratadas, controles + OH y hembras tratadas neonatalmente con OMS. *p.<O,OS
vi’ control. O p<O,OOI vi’ OMS.
b. Evolución de la longitud tibial desde los 25 hasta los 60 días de vida de lás
hembras tratadas con OH, y los grupos OMS tanto sin tratar como tratados con
ORo OHRH. Expresada como media ±SEM.0 p<tO,O0I vi’ OMS.
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Figura 34. b. Estudio fotográfico de las tibias derecha e izquierda de una hembra normal
(derecha) y una hembra deficitaria en OH (izquierda) acompañada de una escala
milimétrica.
3.1.2 Evoluciónponderal
No se encuentran diferencias significativas a los 25 días por el tratamiento
neonatal con OMS. El incremento ponderal y la evolución de este parámetro son
semejantes a lo descrito en longitud, aunque en este caso, el tratamiento con OMS no
produce un efecto tan drástico como en longitud, ya que no llegan a existir diferencias
significativas en el peso final entre hembras control o tratadas con OMS. Existe una
ligera tendencia a un valor inferior en los animales tratados con OMS (figura 35).
El tratamiento con OH en ratas tratadas con OMS provoca una respuesta en
incremento ponderal más marcada que la observada en longitud tibial, llevando a un peso
final significativamente superior al del grupo control (p<O,O 1), y quedando por encima
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Figura 35. Evolución ponderal desde los 25 hasta los 60 dias de vida de ratas hembras normales J
y deficitarias enOH, tratadas o no con esta hormona y hembras deficitarias en OH y
tratadas con OI-IRH. Expresada como media ±SEM. * p<0,0I VS control y OMS. J
3.1.3 Eje Somatotropo
El tratamiento con OMS disminuye el peso del hígado, mientras que el
tratamiento con OH lo incrementa, tal y como puede verse en la tabla V. j
ABSOLUTO DE HIGADO EN HEMBRAS NORMALES O OMS, j
GH,Y HEMBRAS OMS TRATADAS CON GHRH.
Tabla V. PESO MEDIO
TRATADAS O NO CON
Control L OH 1 OMS 1 OMS+GH ¡GMS+OHRH¡
Hígado (g) 779 + 028 9,28±0,33. 6,6 + 02. 10,74±0,88* 7,6 + 026
* p<0,01 vi’ OMS y OMS + GHRH. • p< 0,005 vi’ control. Media ±SEM.
• JGF 1
El tratamiento con OMS provoca un descenso significativo (p<O,OI) de los
mveles plasmáticos de JOF 1 (figura 36). El tratamiento con OH no modifica este
parámetro en los animales control, pero aumenta en las tratadas con OMS. El



















Figura 36. Niveles plasmáticos medios ±SEM de IGF 1 en hembras normales o OMS, tratadas o
no con OH, y hembras OMS tratadas con OHRH. * p<0,05 VS respectivo normal.
•pcZO,O1 vi’ OMS.
•GH
Las ratas tratadas con OMS muestran un menor contenido hipofisario de OH
(p<O,OOOl, figura 37), pero no se observa ninguna modificación debida al tratamiento
con OH, ni en estos animales ni en las hembras normales. En este caso, el tratamiento
con OHRH lleva a una recuperación del contenido hipofisario de 01sf, que no es
significativamente diferente del contenido encontrado en los grupos control.
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Figura 37. Contenido hipofisario medio de OH, expresado como media ±SEM, en hembras
normales o OMS, tratadas o no con OH, y hembras OMS tratadas con OHRI-I.






No se encuentra ninguna diferencia significativa en el contenido hipotalámico de
SS por ninguno de los tratamientos.
Tabla VI. CONTENIDO MEDIO DE SS EN EL HIPOTALAMO EN HEMBRAS.
ORUPOS ¡ Control 1 OH 1 OMS 1 OMS + OH 1 OMS + OHRH ¡
SS(ng/hipotálamo) 40,29+35 3344>46 383+2,8 49+45 417+6,3
3.1.4 E/e Hipotálamo-H¡pófiso-Gonadal
El estudio de los fi’otis vaginales diarios, desde la aparición de apertura vaginal,
en estos animales, permite observar una disminución en el porcentaje de ciclos regulares
en las hembras tratadas con OMS (control 90%, OMS 35%). El tratamiento con OH
lleva a una alteración en la ciclicidad en hembras normales (44% ciclos regulares, 33%
diestro constante) y a la aparición en las tratadas con OMS de diestro o estro constante
en igual proporción. El tratamiento con GHRH no produce ninguna modificación
adicional al tratamiento neonatal con OMS.
La disminución del peso del útero y los ovarios por el tratamiento neonatal con
OMS o OMS y OHIRH no es significativa (Tabla VII). El tratamiento con OH
incrementa significativamente el peso del útero y de los ovados en hembras OMS,
mientras que en hembras normales solamente se aprecia una ligera tendencia en el mismo
sentido.
Tabla VII. PESO ABSOLUTO MEDIO ±SEM DEL UTERO Y LOS OVARIOS EN
HEMBRAS.
Control ¡ - OH -I OMS ¡ OMS +011 ¡ OMS +OHRH 1
Útero(mg) 3137+27,18 3393+27 2749+21,8 3657+374 2826+18
Ovarios(mg) 715+3,9 852+51 66+24* 91 85+2 707+4,3*
* p<O,O5 VS OMS
• Lii
El - modelo OMS presenta una disminución no significativa en los niveles
plasmáticos de LH (figura 38). El tratamiento con OH, incrementa los valores basales
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tanto en ratas normales como en OMS (p<O,OOO 1), mientras que el tratamiento con











Figura 38. Niveles plasmáticos medios de LH ±SEM en hembras normales o normales + OH, y
deficitarias en OH, no tratadas, tratadas con OH o tratadas con OHRH.
No se aprecian diferencias significativas en el contenido hipofisario de LH en
ninguno de los grupos.
3.2 Efedo de la administración continua de GHRH de forma
aislada, o combinada con SS, en la hembra normal o tratada con
GMS.
3.2.1 Longitud Tibial
La longitud inicial a los 36 días de vida, es significativamente mayor en las
hembras control que en las hembras OMS (controles 35 98 + 0 168 mm vs OMS 33 57 +
0,167 mm, p<O,OOOl). Además, las hembras OMS muestran un menor incremento total,
calculado como la diferencia entre el comienzo y el final de la observación a los 56 días
de vida, (OMS 6 77 + 0,15 mm vg controles 777 + 0,153 mm, p’CO,OOOl), por lo que
existe una clara diferencia en la talla final (figura 39). La administración de GI-IRJrI, ya
sea aislada o en combinación con SS, no produce ninguna modificación significativa en el
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39. Evolución de la longitud tibial media ±











SEM, desde los 36 hasta los 56 días de vida
¡ vi’ normales.
3.2.2 Evolución ponderal
Es semejante a lo observado en longitud.
3.2.3 lije Soma/otropo
El tratamiento neonatal con OMS, independientemente del tratamiento posterior,
disminuye tanto el peso del hígado (p<O,OOO1) como el peso hipofisario (Tabla VIII).
El tratamiento combinado con O1-IRH y SS en ratas normales provoca una
disminución en el peso de la hipófisis (p< 0,05), mientras que en ratas tratadas con OMS
no determina ninguna modificación significativa, aunque presenta una tendencia a valores
mayores.
Tabla VIII. PESO MEDIO ABSOLUTO DE HIPÓFISIS E HÍGADO.
Normales GMS
Ompos ¡ Placebo 1 GHRH ¡ OHRH+SS ¡ Placebo 1 OHRH ¡ OHRH+SS 1
¡Hipófisis (mg) ¡10,58±0,13$ 9,75±0,47 8,5±0,45*3 5,17±0,25e1 5 13+0 37. ¡5,48±0,35e01









Aparece una disminución significativa en los niveles plasmáticos de IOF 1 debida
al tratamiento neonatal con OMS (p<O,OOOI). Ninguno de los tratamientos postenores
modifica estos niveles.
•GJI
Se observa una disminución significativa en el contenido hipofisario de OH, como
consecuencia del tratamiento neonatal con OMS. No se encuentran diferencias
significativas por los diferentes tratamientos con OHRH.
A SS
Se observa una tendencia a una disminución en el contenido hipotalámico de SS
provocada por el tratamiento neonatal con OMS. No se encuentran diferencias
significativas por los tratamientos posteriores.
3.2.4 Eje H¡potálamo-Htpófiso-Gonadal
Independientemente de los tratamientos adicionales, las hembras normales,
presentaron un 88,9% de ciclos regulares frente a un 47,4% de ciclos regulares de. 5 días
en las hembras con OMS.
4. EFECTO DE LA ALTERACIÓN EN LA DIFERENCIACIÓN SEXUAL DEL
HIPOTÁLAMO SOBRE EL CRECIMIENTO.
4.1 Longitud Tibial
Al comienzo del estudio a los 23 días de edad, los machos normales presentan
una longitud inicial (27 57 + 0 28 mm) significativamente superior al grupo de machos
castrados neonatalmente (26,15 + 0 44 mm, p’CO,O5), aunque no llegan a existir
diferencias significativas de ambos con los grupos de hembras normales (26,64 + 0 24
mm) o de hembras tratadas neonatalmente con PT (26 98 + 0 28 mm).
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No se encontraron diferencias significativas en el incremento de longitud total en
el tiempo de observación de los 23 a los 57 días de vida (figura 40a) debidas a la
administración de testosterona neonatal, aunque los machos castrados mostraban valor U
ligeramente inferior que sus controles (P’cO,05). Sí hubo diferencias entre los sexos, Umostrando los machos, castrados o no, una velocidad de crecimiento superior a la de las
hembras (p<O,OOO 1).
a
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Figura 40. a. Incremento de longitud tibial medio ±SEM. desde los 23 hasta los 57 días de vida.
b. Evolución de la longitud tibial media ±SEM. desde los 27 a los 57 días de vida.
*p.cO,OO1 vi’ resto de los grupos. • p<O,OS vi’ grupos de hembras.0 p’Z0,05 vi’ machos.
ULos machos normales presentan una talla final significativamente superior que el
resto de los grupos (p<0,OO1, figura 40b). Los machos castrados alcanzan una talla final
¡lo U
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superior a la de las hembras y muestran distinta evolución de la longitud tibial a lo largo
del tiempo (p’<O,OS). Entre los dos grupos de hembras no existen diferencias
significativas entre sí, aunque se detecta una interacción significativa (p<O,05) en la
evolución de la longitud tibial en el tiempo, debido probablemente al cruce de las curvas
en los días finales de observación.
4.2 Evolución ponderal
Es similar a lo observado en longitud, aunque en este caso los machos normales
muestran un incremento ponderal superior (p<O,OOS) al resto de los grupos incluidos los
machos castrados (figura 41a).
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Figura 41. a. Incremento ponderal medio ± SEM desde los 23 hasta los 57 días de vida. 0p<0,005
vi’ resto de los grupose p<O,OS vi’ hembras normales. h. Evolución ponderal media ±




4.3 Eje Hipotálamo-Hipófiso-Gonadal y Somatotropo U
Las hembras control presentan ciclos regulares mientras que las hembras tratadas U
con PT neonatalmente muestran una fase de estro constante, así como una disminución
en el peso del útero y los ovarios (Tabla IX). Los machos castrados neonatalmente no U
presentan separación balano-prepucial, con una disminución del peso de las vesículas
seminales comparados con los machos normales. U
No se encuentran diferencias en el peso hipofisario debidas a la castración U
neonatal o a la administración de PT neonatal, pero sí como consecuenciá del sexo,
presentando las hembras un peso superior (p’<O,OS), aunque esta significación parece U
deberse a que los machos normales presentan un valor inferior. En el peso hepático los
machos normales presentaron un peso superior al del resto de los grupos. U
Tabla IX. PESO ABSOLUTO DEL UTERO, LOS OVARIOS, LAS VESÍCULAS U
SEMINALES, LA HIPÓFISIS, Y EL HÍGADO.
GRUPOS U Machos> 1 Machos Castrados si Uenibras Hembras + PT
Utero (mg) 38737+282 301,12±
25,50
Ovarios(mg) .43515+92 73+3,89.
Vesículas Seminales(mg) 250 5±58,5 58 5 + 52 5*
Hipóflsis(mg) 929+0,42 1027+043 1094+037 1065+0,34
Hígado(g) 16,75+60 1245+038 1102+04 1232+0,68
* p<0,005 vi’ ináchos normales. • p<0,0001 vi’ hembras normales, p<0,05 vi’ hembras nonnales
O p<0.0005 VS resto grupos. Medía ±SEM.
5. ESTUDIO DEL PROCESO DE CRECIMIENTO COMPENSATORIO
PRODUCIDO TRAS AYUNO E INGESTA REDUCIDA, Y SU POSIBLE
POTENCIACIÓN POR LA ADMINISTRACIÓN EXÓGENA DE GM.
5.1 Estudio en la rata macho normal
5.1.1 Longitud Tibial
En el día 3 1 de vida, justo antes del comienzo del período de ayuno, no existen
diferencias significativas entre los diferentes grupos de machos normales, ni en peso ni en














incremento de longitud significativamente inferior al grupo control (ayunados 1 55 +
0,072 mm, control 3,48±0,1,p<O,OOO5).
No se encuentra diferencia significativa en el incremento de longitud tibial, ni
durante el período temprano de realimentación desde los días 36 hasta los 40 de vida, ni
en los días en los que los distintos grupos flieron sometidos a los distintos tratamientos
con OH (detallados en el pie de la figura 42). A los 44 días de vida los grupos de
animales sometidos a ayuno, tratados con OH o no, muestran una longitud
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Figura 42. Evolución de la longitud tibial media + SEM desde los 27 hasta los 44 días de vida
en machos normales. Los 3 días que comprenden el periodo de ayuno aparecen con
fondo moteado en la gráfica. (1) tratamiento con OH desde los días 35 hasta los 38
de vida. (2) tratamiento con OH desde los 37 hasta los 40 días. (3) tratamiento con
OH desde los 39 hasta los 42 días. * p<tO,005 vi’ control.
Tampoco se observan diferencias significativas en las pendientes obtenidas del
análisis de regresión lineal de la longitud tibial con respecto a los días de vida, desde el
final del ayuno hasta el final de la observación.
5.1.2 Evolución ponderal
La evolución ponderal es similar a lo observado en longitud (figura 43). El ayuno
provoca un descenso significativo del peso en todos los grupos ayunados (ayunados -
13,4±0,59g, control 38 3 + 1 48, p< 0,001).
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No se encuentran diferencias significativas producidas por los distintos U
tratamientos con OH tras el ayuno.
Durante el primer día de realimentación, del día 35 al 36, los grupos sometidos a J
ayuno evidencian un incremento de peso superior al del grupo con dieta normal
_ _ U
(ayunados 21 6 + 0 76 g, control 7 5 + 0 56 g p<O,OOO 1), aunque la recuperación no es
suficiente como para que alcancen el peso de los animales control, por lo que persiste la Udiferencia significativa en su peso final (p<ZO,OOS).
______________________ U
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Figura 43. Evolución ponderal media + SEM desde los 27 hasta los 44 días de vida en machos
normales. Los 3 días que comprenden el periodo de ayuno aparecen con fondo U
moteado en la gráfica. ® tratamiento con OH desde los días 35 hasta los 38 de vida
(2) tratamiento con OH desde los 37 hasta los 40 días. (~ tratamiento con OH desde U
los 39 hasta los 42 días. *p<Z0,005 VS control
El análisis de regresión lineal del peso (Tabla X), desde los días 36 hasta los 44 U
de vida, es decir, excluyendo el primer día de realimentación, pone de manifiesto una U
pendiente mayor en los grupos ayunados con respecto al grupo control, ya que éste
queda litera del límite de confianza al 95 % de las rectas correspondientes a los grupos U
ayunados.
UTabla X. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESIÓN LINEAL SIMPLE DEL PESO Y
LOS DíAS DE VIDA EN MACHOS NORMALES. Desde los 36 hasta los 40 dias de vida.
GRUPOS ¡ No ayuno 1 Ayuno ¡ Ayuno+GH U) 1 Ayuno+GH (2) ¡ Ayuno+OH <37







5.2 Estudio del crecimiento compensatorio en la rata macho
tratada con CMS
5.2.1 Longitud Tibial
En el dia 59 de vida, justo antes del comienzo del período de ayuno, los animales
tratados neonatalmente con OMS presentan una menor longitud tibial y menor peso
corporal que los machos normales (p’CO,OOOí, figura 44).
Los animales normales o tratados con OMS, sometidos a ayuno muestran durante
este período, un incremento en longitud tibial significativamente inferior al grupo control
(ayunados normales 0,072 + 0071 mm, ayunados y tratados con OMS 0,145 ±011 mm,
vs no ayunados normales 1 38 ±0,23mm, p<tO,OOS).
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Figura 44. Evolución longitud tibial media ±SEM, desde los 53 hasta los 73 días de vida en
machos normales o deficitarios en OH. Los 3 días que comprenden el período de
ayuno aparecen con fondo moteado en la gráfica. Ci) tratamiento con OH desde los
días 62 hasta los 65 de vida (2) tratamiento con OH desde los 65 hasta los 68 días.
*p.cZ0,OO0 1 vi’ animales normales.
En el día siguiente a la realimentación, el grupo de machos normales sometidos a
ayuno presentó un incremento en longitud significativamente superior a su control con
dieta normal (normal ayunado 0,816 + 0 142 mm vi’ normal no ayunado 0 2 + 0 15 mm,
p’ZO,O5). Éste parece un hecho aislado ya que no se detectó nada similar en el
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experimento anterior, y tampoco los grupos de machos tratados con OMS y ayuno j
mostraron ese incremento.
En cuanto al efecto de la administración de OH, en animales neonatalmente U
tratados con OMS, únicamente el tratamiento más tardío (desde los 65 hasta los 68 días U
de vida) eleva de manera significativa la velocidad de crecimiento durante el período de
tratamiento (grupo OMS y ayuno 082 + 0,15 mm vs OMS y OH2) 1 65 + 0,063, U
p’<O,OOS).
Sin embargo el análisis de regresión lineal desde el día 63 hasta el final del U
experimento (Tabla XI) presenta un pendiente superior en el grupo control no ayunado y
en el grupo de animales tratados con OMS ayuno y tratados con OH 2) que el resto de U
los grupos.
Tabla XI. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESIÓN LINEAL SIMPLE DE LA U
LONGITUD TIBIAL Y LOS DÍAS DE VIDA EN MACHOS NORMALES O DEFICITARIOS
_____ _____ _______ __________ __________ U
EN OH.
GRUPOS No ayuno Ayuno Ayuno-t-GMS Ayuno+GMS+GH Ayuno-I-GMS+GH U
68~nonnal) (normal) del día 62. al 65 del dia 6=al
Pendiente 299,4 231,9 235,2 25 314;3
5.2.2 Evolución ponderal
El ayuno provoca un descenso significativo en el peso en todos los grupos
ayunados (ayunados -43 25 + 2 6 g, tratados con OMS y ayunados -23 7 + 1 07 g, no
ayunados 244 + 2 04 g, p< 0,0001, figura 45). Ésto supone una perdida ponderal del
9,1% en los animales tratados con OMS, y de un 13,2% en los normales.
En el día siguiente a la realimentación todos los grupos sometidos a ayuno
muestran un incremento ponderal superior al grupo no ayunado (p<O,OO 1), siendo de
mayor magnitud en el grupo de animales ayunados normales, p’CO,OOl, (control ayunado














En cuanto al efecto de la OH en animales tratados con OMS, el resultado es el
mismo que el obtenido en longitud (grupo OMS y ayuno 19 ±1,1 g vs OMS y OH de los
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Figura 45. Evolución ponderal medía + SEM desde los 53 hasta los 73 días de vida en machos
normales o tratados con OMS. Los 3 días que comprenden el período de ayuno
aparecen con fondo moteado en la gráfica. U) tratamiento con CH desde los días 62
hasta los 65 de vida (2) tratamiento con OH desde los 65 hasta los 68 días.
*p<O,000 1 vi’ animales normales.
En el análisis de regresión (Tabla XII), a diferencia de lo descrito en longitud,
donde era el grupo de animales normales y no ayunados el de mayor pendiente, son los
grupos de machos normales ayunados y los 2 grupos ayunados y tratados con OMS y
OH, los que muestran una pendiente superior, aunque es el tratamiento con OH más
tardío el que parece ser más efectivo.
Tabla XII. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESIÓN LINEAL SIMPLE DEL PESO Y
LOS DÍAS DE VIDA EN AMMALES MACHOS NORMALES O TRATADOS CON OMS.
GRUPOS ¡ No ayuno Ayuno ¡ A~o+OMS Ayuno+OMS+GH U) Ayuno+CMS+OH (2)
¡(normal) (normal) 1
Pendiente 5,2 6,9 5,02 5,7 6,6
A pesar de ésto, la pérdida ponderal ocasionada por el ayuno en el grupo de
animales normales, no se llega a recuperar totalmente, ya que el peso final, sin que la
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diferencia sea significativa, es ligeramente inferior al de su correspondiente control J
(figura 45). U
5.3 Estudio del crecimiento compensatorio en la rata macho
tratada con GMS, sometida a 2 días de ayuno y 4 de ingesta U
reducida. U
5.3.1 Longitud Tibial J
En el día 77 de vida, justo antes del comienzo del ayuno, los animales tratados U
con OMS presentan una menor longitud tibial y menor peso corporal que los machos
normales (p<O,OOOl, figura 46a). U
El ayuno, en animales normales o tratados con OMS, ocasiona un incremento en
longitud significativamente menor que el observado en animales con dieta normal, U
durante el tiempo en que la ingesta está reducida (control 1,09 + 0 178 mm, normales y
ayuno -0,054 + 0 13 OMS 0,812 + 0 083 OMS y ayuno 0,204±0,088, p<O,OOS). U
En animales OMS, el tratamiento con OH tanto en la fase más temprana (OH@),
como en la más tardía (011(2)) incrementa significativamente la longitud tibial durante U
estos períodos (Tabla XIII, figura 4Gb). En el primer caso este incremento fre 1,6 veces
superior al de su correspondiente grupo OMS y ayuno, y en el segundo caso de 2,9 U
veces.
U
Tabla XIII. INCREMENTO MEDIO DE LONGITUD EXPRESADO EN mm, EN LOS
DISTINTOS PERIODOS DE TRATAMIENTO CON OH EN ÁNIMALES TRATADOS CON U
GMS.
Incremento Longitud (mm) OMS y ayuno OMS ayuno+GH de OMS ayuno+OH de U
83á87dias S6a90díás
De83a 88 días devida 0,94+011 154±013*
De86a91 díasdevida 0,46+013 1,33±0,16*
























Figura 46. Evolución de la longitud tibial media + SEM desde los 62 hasta los 100 días de vida.
Los 6 días que comprenden el periodo de ayuno aparecen con fondo moteado en la
gráfica. U) tratamiento con OH desde los 83 hasta los 87 días de vida. (2) tratamiento
con OH desde los 87 hasta los 90 días.
a. Animales normales sometidos o no a ayuno y animales tratados con OMS.
*pcZO,OO01 vi’ animales normales.
b. Animales tratados con OMS, sometidos a ayuno y tratados o no con OH.
No existen diferencias significativas en la velocidad de crecimiento, calculada




























animales normales ayunados, y el grupo con GMS ayunados en el período de U
realimentación más temprano (desde los 83 hasta los 87 días de vida). Sin embargo en el
analisis de regresión lineal (Tabla XIV), considerando desde el día 84 al final del U
experimento, los grupos ayunados muestran una pendiente superior que los animales con Udieta normal; también se detecta un aumento de esta pendiente por efecto del tratamiento
con OH más tardío ((2)). No llegan a existir diferencias en la longitud final en ninguno de U
los grupos por la restricción de dieta, aunque se mantiene la diferencia por el tratamiento
neonatal con OMS. U
Tabla XIV. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESIÓN LINEAL SIMPLE DE LA
LONGITUD TIBIAL Y LOS DÍAS DE VIDA EN ANIMALES NORMALES O TRATADOS
CON OMS DESDE LOS 84 DÍAS DE VIDA HASTA EL FINAL DEL EXPERIMENTO
GRUPOS No ayuno Ayuno OMS OMS + ayuno ¡ GMS+Ayuno OMS+Ayuno
_____ _____ U(normal) (normal) (control) +GHU) +OHQi>
Pendiente - 123,62 187,37 163,2 167,4 192,49
5.3.2 Evolución ponderal
A los 77 días de vida existe una diferencia significativa de peso entre animales
normales y tratados con OMS, siendo éstos menores (figura 47a).
Durante el tiempo en que se- mantiene el ayuno se ocasiona una pérdida ponderal
significativa, tanto en animales normales como en los OMS (figura 47b), aunque este
efecto es más dramático en los primeros que en los segundos (control 19 14 + 1,3 g,
normales con ayuno -59 ±6,2 g, OMS 20 86 + 2 03 g, OMS y ayuno -33 + 1 48 g,
p<O,OOOI), ya que la disminución ponderal es de un 16,3% en los normales y de un
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Figura47. Evolución ponderal media + SEM desde los 62 hasta los 100 días de vida. Los 6 días
que comprenden el período de ayuno aparecen con fondo moteado en la gráfica. U)
tratamiento con OH desde los 83 hasta los 87 días de vida. <2) tratamiento con OH
desde los 87 hasta los 90 días.
a. Animales normales con y sin ayuno y animales tratados con OMS. *p.<O,OOOl vi’
animales normales.
b. Grupos de animales tratados neonatalniente con OMS.
75 80 85 90 95 100
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Todos los grupos sometidos a ayuno mostraron un incremento ponderal U
postrealimentación significativamente superior a los animales mantenidos con dieta
normal. U
La administración de OH incrementa significativamente el peso durante el tiempo U
en que se administrá, ‘ siendo proporcionalmente más eficaz en el tratamiento que
comienza más tarde, tal y como puede verse en la figura 48. U
U
80
O> El CONTROL normal U
— 60 U AYUNO normal
a, U GMS control Uao 40 ~ GMS+AYUNOo.
.9 E. GMS+AY.+GH1






Figura 48. Incremento ponderal medio + SEM desde los 83 hasta los 88 días de vida (derecha) y J
desde los 86 hasta los 91 días de vida (izquierda). U) tratamiento con OH desde los
83 hasta los 87 días de vida. (2) tratamiento con GH desde los 87 hasta los 90 días. * j
p<0,0 1 vi’ grupo correspondiente sin ayuno, • p<0,01 vi’ grupo correspondiente sometido a
ayuno, o p<0,05 vi’ grupo correspondiente sometido a ayuno. U
En el análisis de regresión lineal (Tabla XV), puede observarse que el grupo de U
menor pendiente es el control no sometido a ayuno. No llegan a existir diferencias en las
pendientes de los dos grupos sometidos a tratamiento con OH, aunque ambos son J
superiores al grupo OMS ayunado y sin OH. No llegan a existir diferencias en el peso
final en ninguno de los grupos por la restricción de dieta, aunque se mantiene la J
diferencia por el tratamiento neonatal con OMS. U
U
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Resultados
Tabla XV. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESIÓN LINEAL SIMPLE DEL PESO Y
LOS DÍAS DE VIDA DESDE EL DÍA 84 HASTA EL FINAL DEL EXPERIMENTO.
GRUPOS No ~yun~..... Ayuno GMS~~ GMS + GMS+Ayuno GMS+Ayuno+
orma1) (normal) . (control) ayuno +OHU) GH®
Pendiente ¿3~~ 4,62 2,83 3,43 - - 4,5 - - 4,46
El cálculo de una modificación de la media móvil para la longitud tibial y el peso
corporal, pone de manifiesto las diferencias existentes en el comportamiento de estos dos
parámetros. En peso aparece un claro rebote tras el período de ayuno, que no es
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Figura 49. “Tasas medias diarias de crecimiento tibial”, calculadas de forma similar a la media
móvil, y el lñnite de confianza al 95%, representadas de manera individualizada. El
período de ayuno se indica con una barra negra horizontal en la parte inferior derecha













Figura 50. “Tasas medias ponderales diarias”, calculadas de forma similar a la media móvil, y el U
limite de confianza al 95%, representadas de manera individualizada. El período de
ayuno se indíca con una barra negra horizontal en la parte inferior derecha, a. Machos U
normales. b. Machos normales sometidos a ayuno.
U
53.3 Eje Somatotropo
Tal y como se ha descrito previamente el tratamiento con OMS disminuye U
significativamente los niveles plasmáticos de IOF 1 (figura 51). El ayuno conduce
igualmente a un descenso en este valor, pero únicamente en animales normales, no
disminuyendo en los animales OMS. Tampoco el tratamiento posterior con OH, a los
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Figura 51. Niveles plasmáticos medios ±SEM de IGF 1. Los 76 días de vida corresponden al día
anterior al comienzo del ayuno. Los 83 días corresponden al final del período de
ayuno pero con anterioridad al comienzo de la realimentación. Los 89 y 92 días
corresponden, respectivamente a dos días después de fmalizados cada uno de los
tratamientos con GH. U) tratamiento con GH desde los 83 hasta los 87 días de vida.
2) tratamiento con CH desde los 87 hasta los 90 días. * p<o,ooOl VS control.. p<O,05 vi’
control
6. ANÁLISIS MATEMÁTICO ESPECIAL DEL CRECIMIENTO OSCILATORIO
<CARACTERIZACIÓN DE LOS MINIESTIRONES)
El último aspecto a analizar son las características que presentan los
miniestirones, es decir los cambios no lineales en la velocidad de crecimiento observados
en todas las ratas; para ello se analizaron los datos de longitud tibial de la mayoría de los
animales utilizados a lo largo de los diversos experimentos, agrupándose por sexo y
tratamiento, encontrando más de 600 “formas 5” significativas (según los criterios
previamente descritos en material y métodos), lo que supone un 73% del total de
miniestirones detectados.
Se utilizaron 42 ratas macho y 25 ratas hembra normales, 9 ratas macho y 9 ratas
hembra normales tratadas con OH, 21 ratas macho y 20 ratas hembra tratadas con OMS, y 9
ratas macho y 8 ratas hembra tratadas con OMS y OH. Todos ellos con edades comprendidas




entre los 22 y los lOO días de vid& Del total de los animales macho non-males y tratados con
OMS. 7 de cada uno de estos grupos corresponden a animales de más de 60 días.
En la tabla XVI se detallan los valores de amplitud (a4, pendiente (gamma), y el U
número de miniestirones, considerados como significativos, obtenidos para cada grupo
de animales, con edades comprendidas entre los 22 y los 60 días de vida. Recordemos U
que a0 es una amplitud ajustada a la fUnción doble exponencial (Oompertz), y que gamma
guarda relación entre la altura y la anchura del intervalo, es decir determina la rapidez y U
la anchura del estirón, indicando indirectamente si éste se prolonga en el tiempo, cuanto
mayor es gamma más brusco será el estirón. Para una misma amplitud una disminución
en la pendiente supone una elongación en el tiempo.
Tabla XVI. AMPLITUD MEDIA EXPRESADA EN mm Y PENDIENTE MEDIA, EN
ANIMALES MACHOS Y HEMBRAS. A la izquierda de cada grupo se representa el número de U




Normales + GH 42
GMS 68
GMS±GH 29

















p-<0.005 vi’ OMS. • p<0,000l vi’ machos normales. Media ±SEM.
Existe un claro dimorfismo sexual al comparar los machos normales frente a las
hembras normales; los primeros presentan mayor amplitud y menor pendiente que las
hembras, es decir, miniestirones de mayor duración, más altos que éstas pero también
más anchos, por lo que arrojan una pendiente más suave (figura- 52). Este dimorfismo se
pone también de manifiesto, en su distinto comportamiento frente los distintos
tratamientos:
La administración de OH en animales normales, sólo parece afectar a la amplitud
de los miniestirones de las hembras, tendiendo a aumentarla, sin modificar la pendiente,
por lo que indirectamente el miniestirón ha de elongarse en el tiempo.
El tratamiento con OMS, disminuye la amplitud y aumenta la pendiente













sólo los hace más pequeños, al tender a amplitudes y pendientes ligeramente más
pequeñas.
El tratamiento con OH, en los grupos OMS, tiende a restablecer los valores
normales de amplitud y pendiente. En los machos la amplitud presenta valores incluso
supenores a los machos normales, pero la pendiente tiende a ser inferior, así los
miniestirones serán parecidos a los normales en forma, sólo que un poco más altos y
anchos. En hembras se consigue igualmente restaurar la forma de los miniestirones
normales, aunque al ser la pendiente un poco superior serán ligeramente más abruptos.
2
Figura 52. Representación de la longitud tibial en mm ftente a los días de observación, del ajuste




Se estudió, además, la posible existencia de correlaciones entre amplitud y
pendiente en fUnción de la edad:
Se encuentra una correlación negativa entre amplitud y edad, que fUe moderada
pero significativa, es decir, la amplitud de los miniestirones disminuye al avanzar la edad,
en machos y hembras (normales o tratados con OMS), y en hembras normales tratadas
con OH (tabla XVII y en la figura 53).
En los grupos de machos normales y tratados con OMS existen animales de
mayor edad que en el caso de las hembras, por lo que para poder establecer
comparaciones entre machos y hembras para edades similares, se procedió a la exclusión
de los análisis de correlación edad-amplitud a los machos mayores de 60 días de vida. De
esta forma p disminuye marcadamente, aunque todavía sigue existiendo una correlación
negativa (machos normales, p = -0,32, p<O,OOl) , pero deja de ser significativa en el caso
de los machos tratados con OMS.
Tabla XVII. CORRELACIÓN
AMPLITUD











* p<O,OO 1. e p-’Z0,05
a b
Figura 53. a. Amplitud (mm) ftente a la edad (días de vida) correspondientes a machos normales.
































En cuanto a la pendiente (figura 54), solamente los animales machos normales
(p= -0,28, p<O,OOI) y los tratados con OMS presentan una correlación negativa
significativa (p = -0,548, p<O,OO 1), no siendo significativa al haber excluido los animales
mayores de 60 días, por lo que en general este parámetro parece ser más independiente
de la edad que la amplitud.
u _____________________ _____________________
Figura 54. a. Pendiente (gamma) ftente a la edad (días de vida) correspondientes a machos¡ normales.
b. Pendiente (gamma) frente a la edad (días de vida) en hembras normales.
Además de la caracterización de la forma de- los miniestirones, también¡ estudiamos el tiempo entre miniestirones subsecuentes (periodo), y su correlación con la
edad. Algunos de los intervalos fUeron descartados para los análisis, por lo que existen
huecos en la secuencia de fUnciones y no todos los miniestirones son consecutivos. Esos
huecos, producidos por la eliminación de lo considerado como “no estirones” y cuya
significación biológica desconocemos, influirían de forma notable en el tiempo que
separa los miniestirones. Por ello sólo se utilizaron miniestirones consecutivos.
No llegan a existir diferencias significativas en el período en que ocurre el pico
del miiestirón (machos 4 35 + 0 17 días, hembras 4,2 + 0 17 dias) y cuya media según
los diferentes tratamientos está entre 4 y 5 días. En este parámetro es importante
recordar que comparamos el tiempo en el que ocurre el máximo, y no su duración, por lo
que la distinta forma de los miniestirones influye.
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En general con el aumento de la edad,- aumenta el período espaciándose el tiempo
entre estos miniestirones (figura 55, tabla XVIII), alcanzando una correlación moderada
en los machos normales (p = 0,608) y que continua siendo significativa incluso sin
animales mayores de 60 días, tanto normales como con OMS.














Figura 55. a. Período (días) frente a la edad (días) en machos normales.
b. Período (días) frente a la edad (días) en hembras normales
También estudiamos la correlación existente entre amplitudes consecutivas. Se
encuentran correlaciones positivas significativas, es decir cada miniestirón pequeño es
seguido de otro miniestirón pequeño, y un miiestirón grande es seguido por otro grande
(p’<O,OS, figura 56). Ésto sucede en machos normales (p = 0,23), machos tratados con
OMS (p = 0,44) y hembras normales (p = 0,24). La significación desaparece en los
grupos de machos, tanto normales como tratados con OMS, cuando se excluyen los



































Figura 56. a. Amplitud (mm) frente a amplitud (mm) de miniestirones subsecuentes
correspondientes a machos normales.
b. Amplitud (mm) frente a amplitud (nml) de míniestirones subsecuentes
correspondientes a hembras normales.
No se encontró ninguna correlación entre los períodos de los miniestirones,
(figura 57), es decir si es momento en el que ocurría un máximo influía sobre el momento
en el que tendría lugar el próximo.
a. Período (días) frente a periodo (días) de miniestirones subsecuentes,
correspondientes a machos normales.
b. Período (días) frente a período (días) de miniestirones subsecuentes,













































































Hemos fUndamentado parte de los resultados presentados en esta tesis, en la
aplicación de una nueva técnica de medida de crecimiento, lamnada microknemometría, que
compararemos con otras técnicas de medida de la longitud tibial, así como con otros
parámetros que se utilizan habitualmente para evaluar el crecimiento, como la longitud del
cuerpo o el peso corporal.
La microknemometría (Tresguerres y cols. 1994, 1995, Hermanussen 1995,
Hermanussen y cols. 1995, 1996, 1997b, Rol de Lama y cols. 1997) es una técnica no
invasiva que puede ser aplicada sin dañar el proceso de crecimiento, estando el animal
consciente, y con un error técnico muy inferior a la tasa de crecimiento diaria de la rata, lo
que permite una medida precisa y un seguimiento diario de la evolución de este parámetro en
el mismo animal durante largos períodos de tiempo. Además, los animales previamente
acostumbrados a la manipulación, no extrañan al observador y están relajados y tranquilos
durante las mediciones, lo que permite la repetición de las mismas. Por otra parte ofrece la
ventaja de ser un sistema iii vivo.
Se han desarrollado numerosas técnicas que permiten una medida muy precisa de la
longitud tibial, estudiando además con detalle el proceso de elongación de los huesos largos.
El marcaje con timidina tritiada (Walker y Kember 1 972a), que se incorpora en
células donde está habiendo síntesis de ADN, permite detectar el número de células
proliferativas, y calcular una tasa de crecimiento utilizando el índice de marcaje, el tamaño de
las células hipertróficas, y la duración de la fase de síntesis.
La inyección de sustancias fluorescentes que se incorporan al cartílago de crecimiento
(oxitetraciclina, calceina) proporciona la tasa de crecimiento longitudinal del hueso ocurrida
entre el momento del marcaje y el sacrificio del animal. En el marcaje con oxitetraciclina
(Hansson 1967), se estudia el cartilago longitudinalmente en intervalos de espacio regulares,
midiendo las distancias entre 2 marcas fluorescentes; la media de estas distancias permite
calcular la tasa de crecimiento con un error de pocos ¡.ini (Jansson y cois. 1982a, 1982b,
Aspenberg y cols. 1985, Breur y cols. 1991, Wilsman y cols. 1996). El marcaje con calceina
además permite determinar la formación de hueso ~nuevoy la tasa de mineralización
(Stevenson y cols. 1990). En general estas técnicas no radiactivas tienden a substituir el
marcaje con timidina tildada (Wilsman y cols. 1996).
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Otra técnica habitual es el implante de marcadores metálicos en el hueso, en la parte
superior e inferior del cartílago proximal; la medición con un calibre o micrómetro de la
distancia entre estos marcadores sobre posteriores series radiográficas, permite estimar el
crecimiento del cartílago proximal (Baron y cols. 1992, 1994). Otro método es la medida
directa de la tibia sobre una radiografla (Hughes y Tanner 1970a, 1970b, Mi y Dickson
1994).
La mayoría de las técnicas que implican marcajes, buscan la caracterización de la
cinética celular implicada en el crecimiento, más que una medida de éste como tal. En
cualquier caso, la tasa de crecimiento obtenida se limita al corto periodo de tiempo que
transcurre entre el marcaje y el sacrificio del animal, suponiendo además un crecimiento
constante durante esos días. -
Muchas de ellas, y a diferencia de la microknemometria, requieren manipulaciones
invasivas tales como implantes, o irradiación de los animales. Otras precisan anestesia
(Hughes y Tanner l97Oa, 1970b, Baron y cols. 1992, Mi y Dickson y cols. 1994) para la
realización de las radiografias, las cuales pueden producir reacciones inflamatorias si se
repiten con mucha frecuencia (Ariznavarreta 1 996a). Todo ello puede influir sobre el propio
proceso de crecimiento, puesto que la cirugia y la anestesia alteran el ritmo secretor normal
de OH (Robinson y Clark 1987) además del riesgo que ésta implica (Hughes y Tanner 1970a,
Reina y cols. 1995), y la radiación puede impedir el crecimiento de los huesos a causa de una
depleción de la población de células progenitoras (Walker y Kember 1972a). A veces, la
tecnica empleada en medir el crecimiento supone incluso el sacrificio del animal impidiendo
una observación continuada.
Nuestro grupo encontró una tasa de crecimiento media diaria de 550 ¡m en los
machos y 400 ¡.Im en el caso de animales hembras de alrededor de 40 días de vida, aunque las
referencias a este valor son muy diferentes según el método utilizado, la raza (Hughes y
Tanner 1970a) y la edad (Walker y Kember 1972b, Reina y cols. 1995) del animal.
Walker y Kember (1 972b) utilizando series radiográficas muestran tasas de
crecimiento en machos Wistar de 400 ¡.un/dia y de 280 ¡.ini/día a los 28 y a los 42 días de
vida, respectivamente. Breur y cols. (1991) con la técnica del marcaje con oxitetraciclina
presentan tasas de 360 ism diarios en ratas de 35 días agrupando machos y hembras al azar, o
de 534 gm en machos Long Evans de 28 días (Wilsman y cols. 1996), mientras que Isgaard y
cols. (1988) con el mismo método, encuentran una tasa de 485 ¡.tm en ratas machos Sprague-
136
¡ Discusión
Dawley de 55 días de edad, o Gosteli-Peter y cols. (1994) con otra cepa (Tif RAI) y
utilizando calceina como marcador, muestran tasas de crecimiento en ratas machos de 56 días
de vida de 1135 ¡.ini. Estos datos son un claro ejemplo de las diferencias en los resultados
obtenidos por los distintos autores, incluso utilizando el mismo método, debido como ya se
ha comentado, a la diferente edad, raza o al hecho de agrupar machos y hembras.
En la microknemometria además de la longitud de la tibia, se incluye la medida del
tejido blando que recubre el hueso (Wit y cols. 1987), la rótula y el grosor de la epífisis distal
del fémur, así como parte del talón (Hermanussen y cols. 1988c, 1995), lo que puede explicar
las discrepancias existentes en cuanto a las tasas de crecimiento obtenidas por otros métodos
invasivos y la microknemometría. Así lo pusieron de manifiesto Hermanussen y cols. (1992)
en los estudios llevados a cabo en conejo, en los que compararon la tasa de crecimiento
obtenida en 24 horas con un aparato similar al nuestro, el kyniklómetro (987 ¡.ini), frente a la
utilización de estereofotoganimametría de rayos X (715 ¡.ini).
Hemos usado la microknemometría para medir la tibia derecha en la rata, y aunque no
hemos realizado estudios de crecimiento en la tibia contralateral, se admite la misma tasa de
crecimiento en ambas tibias (Wilsman y cols 1996). Hermanussen y cols. (1992) encontraron
una alta correlación entre el crecimiento de la tibia derecha y la izquierda en el conejo. Es
además una práctica común, cuando se utilizan técnicas invasivas, realizar manipulaciones en
una de las tibias utilizando la opuesta como control intacto no manipulado (Isaksson y cols.
1982, Ah y Dickson. 1994, Baron y cols. 1994).
La tasa de crecimiento longitudinal depende de una combinación de la tasa
proliferativa, que añade nuevas células al cartílago de crecimiento, de la tasa de maduración o
hipertrofla, y de la síntesis de matriz, todo lo cual lleva, en última instancia, a la expansión del
cartilago de crecimiento (Loveridge y Farquharson 1993, Wilsman y cols. 1996). La
importancia relativa concedida a la prohiferación de condrocitos (Ohlsson y cols. 1993, 1994,
Kember 1993), al volumen final de los condrocitos hipertróficos (Breur y cols. 1991, 1994), o
a la duración del ciclo celular varía según los autores (Hunziker y cols. 1994, Wilsman y cols.
1996). Aunque es probable que las contribuciones al crecimiento de la proliferación y la
hipertrofia, varíen significativamente en fUnción de la edad del animal y de la especie (Farnum
yWilsman 1993).
Muchos estudios se centran en el crecimiento del cartílago proximal tibial (Clark y
Robinson 1985a, 1985b, Isgaard y cols. 1986, Ohlsson y cols. 1992b, Baron y cols. 1994),
137
Discusión U
probablemente debido a que presenta mayor velocidad de crecimiento que el cartílago distal U
tibial o los cartílagos del radio (Breur y cols. 1991). Nuestra técnica estudia el hueso
completo con lo que se considera también la contribución del cartílago distal a la elongación
de hueso, si bien esta contribución es característica del hueso y de la especie (Wilsman y cols.
1996) y se atenúa conforme el animal se hace mayor (Walker y Kember 1972b, Breur y col. U
1991). -
Por otra parte, existen otras formas habituales de evaluar el crecimiento, como U
puedan ser la longitud corporal (medida como distancia naso-anal), la longitud de la cola o el
peso corporal. U
La medida de longitud tibial refleja, por otra parte una medida de un hueso largo cuyo
Udesarrollo longitudinal depende del cartílago de crecimiento, siendo la OH la única hormona
que estimula el crecimiento longitudinal del hueso de forma dosis dependiente (Ohlsson y U
cols. 1993, 1994). A diferencia de éstos, los huesos del cráneo y de la cara parecen tener un
crecimiento primordialmente genético (Tresguerres 1992); así la bóveda del cráneo y la base U
craneal están afectados por el crecimiento del cerebro y la cavidad ocular (Moreno y cels.
1996). La OH estimula el crecimiento longitudinal in vivo mediante su acción en el cartílago,
siendo más importante en el cartilago de crecimiento epifisario (Daughaday 1981). Por ello la
mayoría de las investigaciones posteriores a esta observación estudiaron principalmente este U
efecto (Daughaday 1981).
Resulta por tanto más lógico, la utilización de una técnica que mida un hueso largo,
frente a la medida de la longitud del cuerpo o de la cola constituidas por huesos cortos.
Además se ha comprobado que medidas precisas del crecimiento longitudinal del hueso son
un buen índice de aumento de crecimiento (Martínez y cols. 1996).
Aunque existe cierta correlación entre el peso corporal y la longitud tibial (Jansson y U
cols. 1 982a), existen diferencias entre estos dos parámetros, en algunos casos sutiles, y en
otras más evidentes, pero suficientes como para poder establecer un distinto comportamiento. U
Así por ejemplo, Schlechter y cols. (1986) encuentran un efecto estimulador del crecimiento U
por el tratamiento con OH, en ratas hipofisectomizadas, sin detectar cambios ponderales.
También se ha visto en recién nacidos (Oibson y cols. 1993), que los cambios en crecimiento U
de la longitud de la pierna no siempre se acompañan por cambios en peso y viceversa.
El peso está influido por cambios en la hidratación y en los depósitos de grasa U





(Michaelsen 1994), como sucede por ejemplo, en el caso de los niños pequeños (Michaelsen
1994, Lampí y cols. 1995), en los sujetos obesos, o en la rata tratada con glutamato
monosódico (Redding y cols. 1971). Por eso, un aumento en el peso no se acompaña
necesariamente de un aumento de la longitud (Isaksson y cols. 1987).
Esto puede ser consecuencia de que la OH presenta por un lado acciones metabólicas
y por otro actúa estimulando el crecimiento longitudinal de los huesos largos. En general las
diferencias obtenidas en peso por las distintas manipulaciones, son mucho menos evidentes en
el crecimiento de la tibia (Jansson y cols. 1985b, Clark y cols. 1985a): Maiter y cols. (199 la)
encuentran una diférencia ponderal entre machos y hembras de aproximadamente el 40 %,
que se reduce a uit 20% en el caso de la longitud de la cola y a un 12% en la longitud tibial;
Jansson y cols. (1 985b) encuentran que la diferencia entre machos y hembras, en peso es del
44 % y en crecimiento longitudinal del hueso del 17%; <3roesbeck y cols. (1987), observaron
que la estimulación de crecimiento por OH en ratas hembras, es también menos evidente en la
longitud de la cola que en el peso corporal.
2. PATRóN NORMAL DE CRECIMIENTO
2.1 Dimorfismo sexual y crecimiento en la pubertad
La existencia de dimorfismo sexual entre machos y hembras, presentando éstas una
menor tasa de crecimiento (Hughes y Tanner 1970a, Jansson y cols. 1982b, 1983, l98Sa,
Reina y cols. 1995), es un hecho claramente establecido que se confirma en nuestros datos.
De hecho algunos autores justifican la elección del animal hembra para sus trabajos basándose
en que presenta una tasa de crecimiento intrínsecamente inferior (Oroesbeck y cols. 1987,
Robinson y Clark 1987).
En nuestros datos, las curvas de peso de machos y hembras comienzan a separarse a
los 35 días de vida, y en longitud tibial a los 40 días, aproximadamente. Los datos
bibliográficos apoyan nuestros resultados, ya que describen diferencias en el peso corporal y
en la longitud tibial a los 30 días de vida que son muy marcadas a los 40 45 días (Jansson y
cols. 1983, 1984,1985b, Chowen y cols. 1993). Estas diferencias en el peso corporal y la
longitud tibial entre machos y hembras coinciden con la aparición del distinto patrón secretor
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de OH (Edén 1979, Jansson y cols. 1985a, 1985b) y con la entrada en la pubertad (Gabriel y 3
cols. 1989).
Hay que resaltar que la rata, a diferencia de lo que ocurre en humanos y en conejos 3
(Baron y cols. 1992), presenta un crecimiento del cartílago proximal de la tibia que persiste
durante la mayoría de su vida y no se detecta la existencia de un estirón puberal en el 3
crecimiento tibial ni en animales machos ni en hembras (Hughes y Tanner l97Oa, 1 970b,
Walker y Kember 1 972a). De igual forma, nuestro grupo no encontró incrementos superiores U
en longitud tibial durante el período peripuberal (Tresguerres y cols. 1995). Las tasas de
crecimiento desde los 22 días de vida fueron muy elevadas, para ir declinando poco a poco U
con la edad. De forma similar, Breur y cols. (1991) encuentran en el cartilago un crecimiento
superior en un 14-39% en ratas de 21 días de vida (prepuberales) frente a animales de 35 días U
(peripuberales). Sin embargo, es cierto que si se encuentra un incremento en la tasa de U
crecimiento, evaluado como peso corporal, coincidente con la aparición de la pubertad
(Chowen y cols. 1993, Huy cols. 1993). 3
2.2 Variaciones en la velocidad de crecimiento: 3
Nuestros datos, obtenidos por seguimiento diario, que impediria la interferencia con 3
cualquier tipo de ritmo infradiano, apoyan la existencia de “miniestirones” en la ratas, es decir
oscilaciones en la velocidad de crecimiento, presentes en prácticamente todos los animales 3
estudiados, siendo este fenómeno independiente del sexo. Estudios previos en conejo, ya
pusieron de manifiesto una periodicidad en el crecimiento tibial de 8 a 14 días, apareciendo U
incluso oscilaciones ultradianas al medir los animales cada 3 horas, encontrando un estirón U
maximo durante el final de la noche y las primeras horas de la mañana (Hermanussen y cols
1992).
Para excluir la posibilidad de variaciones debidas a una oscilación ultradiana las
medidas diarias se llevan a cabo a la misma hora del día, tal y como se ha sugerido U
anteriormente (Stevenson y cols. 1990).
Los primeros trabajos de Va]k y cols. en 1983 en niños, ya documentaban cambios U
semanales, diarios e incluso en el mismo día, de la longitud tibial. Proponían por tanto, un
patrón intrínsecamente irregular del crecimiento tibial, explicable en algunos casos por U





tasa de crecimiento (Wales 1994, Wit y cols. 1987). La exclusión de los posibles errores
sistemáticos y de la diferente actividad fisica anterior a la medida aún mostraba un crecimiento
no lineal en al menos, el 70% de los niños sanos estudiados, con marcados incrementos en
crecimiento de la longitud tibial, que llamaron “miniestirones” (Hermanussen y cols. 1987,
1 988b). La actividad fisica parece aumentar la longitud tibial en adultos y disminuirla en
niños, desapareciendo el efecto a las 2 horas (Hermanussen y cols. 1988a). Las variaciones
observadas excedían lo que se podía atribuir al error técnico de la medida, que explicaría un
10% de las fluctuaciones, y superaban ampliamente la usa media de crecimiento diario
(Hermanussen y cols. 1988a); si bien es cierto que existe influencia del grosor de la grasa
subcutánea que se incluye en la medida, la correlación entre los cambios ponderales y los
incrementos en longitud tibial era demasiado baja como para explicar que las fluctuaciones en
la longitud de la tibia se debieran exclusivamente a esa grasa (Hermanussen y cols. 1988a).
Los estudios por knemometría en niños de 3 a 15 años, con medidas semanales,
muestran un patrón de crecimiento oscilante, con cambios en la velocidad de crecimiento que
presentan una periodicidad de 30 a 55 días (Hermanussen y cols. 1988b, Hermanussen y
Burmeister 1993). Estos autores encontraron además, una correlación positiva, aunque baja,
entre la - frecuencia de los miniestirones y la altura del individuo: cuanto más alto era el
mdividuo mas frecuentes eran los mmiest¡rones, sin apreciar diferencias atribuibles al sexo, la
edad o efectos estacionales (Hermanussen 1989). Si las medidas se realizaban diariamente se
encontraba un ritmo circaseptano en la aparición de los miniestirones, con un dimorfismo
sexual con períodos de 7 a 9 días en niñas y de 13 a 16 en niños, poniendo además de
manifiesto que el período se ve afectado por el espacio de tiempo entre las medidas
(Hermanussen 1989, Hermanussen y Burmeister 1993). Esta disparidad apoyaría la idea del
crecimiento como un fenómeno oscilatorio, donde aparecen interferencias entre los intervalos
regulares entre las medidas y el ritmo endógeno de este proceso, por lo que la descripción
más exacta pasaría por un seguimiento continuo (Hermanussen 1989).
Así, la no-lineridad del crecimiento parece ser cada vez más aceptada (Togo y Togo
1982, Valk y cols. 1983a, 1983b, Wit y cols. 1987, Hermanussen 1995, Hennanussen y cols.
1985, 1988b, 1992, Hermanussen y Burmeister 1993, Hermanussen y cols. 1995, Tresguerres
y cols. 1995, Wolthers 1996, Rol de Lama y cols. 1997), o al menos se acepta que el




- Otra cuestión todavía objeto de controversia es si el crecimiento es o no un proceso U
continuo. Algunos autores como Lampí y cols. (1992, 1995), proponen un modelo de
crecimiento en el niño llamado “saltation and stasis”, con discontinuidades y picos aperiódicos U
con una amplitud media de 0,9 cm en el primer año de vida, observando crecimiento
únicamente en 33 días de un total de 372, lo que arroja un tasa anual de 31 cm durante ese J
primer año, es decir encuentran que el incremento en altura no es continuo. Este modelo ha U
sido discutido por Heinrichs (1995) y Klein y cols. (1994), que apoyan un crecimiento
continuo; estos últimos autores trabajando con conejos, proponen además, un incremento de U
longitud constante aunque sus resultados se limitan a un periodo de sólo 9 días, y una
inspección minuciosa de sus gráficas sugiere incrementos no constantes en algunos animales. J
Hermanussen y Geiger-Benoit (1995) no encontraron tampoco “saltos” tal y como los
describe Lampí, si bien concluyen que los períodos de estancamiento de crecimiento son un U
fenómeno normal en el patrón de crecimiento humano; estos estancamientos como un
fenómeno normal ya se apuntaron en 1982 (Togo y Togo 1982). No obstante los U
mecanismos de control que expliquen tanto el crecimiento continuo (Lampí y cols. 1995) o a
“saltos” (Heinrichs 1995) no están aclarados. U
De la constatación de la existencia de un crecimiento no lineal, se deriva otra
pregunta: ¿Se trata de un fenómeno periódico?. Este aspecto lo retomaremos al final de la U
discusión.
U
4• Variaciones uliradianas: U
Además quisimos estudiar la posible existencia de un ritmo de crecimiento en U
períodos inferiores a 24 horas, por lo que realizamos medidas de la longitud tibial en rata cada
3 horas, de igual forma que los estudios llevados a cabo en el conejo (Hermanussen y cols. 1
1992).
Nuestros datos pusieron de manifiesto la existencia de variaciones espontáneas en la U
velocidad de crecimiento, con incrementos máximos entre las 6 y las 9 horas (Tresguerres y
cols. 1994, Hermanussen y cols. 1995), hallazgo que coincide con observaciones previas U
acerca de la hora en la que el indice mitótico de los condrocitos es máximo (Walker y Kember
1972b, Stevenson y cols. 1990). Estos últimos autores también detectaron variaciones diarias U




una correlación entre el índice mitótico o el grosor del cartilago y el crecimiento longitudinal
diario. La relación del crecimiento con la cinética celular parece sin embargo clara, ya que los
cartílagos que muestran condrocitos proliferativos con ciclos celulares más cortos, son los
que presentan tasas de crecimiento más rápidas (Wilsmany cols. 1996).
También se han detectado variaciones en la síntesis de matriz condral, que ocurre
principalmente durante el día, en la mineralización, que parece darse principalmente por la
noche (Simmons y cols. 1988, Stevenson y cols. 1990) y en la actividad de los osteoclastos,
que es más alta durante el día (Sinimons y cols. 1988). Con todos estos datos parece facil
pensar en la existencia de cambios en la longitud de los huesos largos producidos por la
influencia de todós estos factores y cuya detección es posible con una técnica lo
suficientemente precisa.
3. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN LA RATA MACHO NORMAL
Una vez conocido el crecimiento normal quisimos estudiar de que forma actuaba
la OH sobre el crecimiento, investigando diversas pautas de administración de OH, pará
ver cual permitía una mejora en la tasa de crecimiento.
3.1 Efecto de la administración de GH sobre el crecimiento en la
rata macho normal
En animales machos, no pudimos detectar ningún efecto sobre el crecimiento
tratándolos con una myección diaria de 1 U.I de OH durante 34 días. Puesto que la
administración de 2 ó 4 inyecciones de OH al día parecía ser la forma más adecuada para
estimular el crecimiento longitudinal del hueso (Jansson y cols. l982a, 1982b), y otrosY—
autores habían encontrado que es más eficaz la administración continua que una única
inyección diaria (Cotes y cols. 1980, Jansson y cols. 1985b, Clark y cols. 1996b), quisimos
tener la completa seguridad de que la ausencia de efecto no se debía a un administración
inadecuada. Por este motivo, se procedió a la administración de una sola inyección de 1 U.! a
tres horas distintas del día, en un intento de encontrar la hora más apropiada para la inyección
de OH, o bien una administración más reiterada mediante 3 inyecciones al día, o una infusión
continua, manteniendo siempre la misma dosis total y que supone 40 veces la dosis
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terapéutica habitual en niños. Tampoco esta vez encontramos ningún efecto sobre el U
crecimiento, independientemente de la pauta de administración de la OH, descartando por
tanto, que ésta Riera inadecuada (Tresguerresy cols. 1994, 1995, Hermanussen y cols. 1996). U
Dosis muy inferiores (0,2 Ul.) a las nuestras son suficientes para estimular el crecimiento en
ratas hipofisectomizadas (Jansson y cols. 1 982a), y se sabe que la OH de primates tiene U
efectos somatogénicos en otras especies (Ohlsson y cols. 1993), por lo que tampoco hay
motivo para pensar que nuestra OH sea inefectiva en la rata. U
Existe un amplio rango en las dosis de OH utilizadas por los distintos autores, desde
200 mU/rata/día (Gosteli-Peter y cols. 1994) hasta 10 Ul. ¡rata/día, aunque esta última llega U
a ser tóxica (Groesbeck y cols. 1987). En cualquier caso la dosis utilizada por nuestro grupo U
(1 U 1/rata/día) fUe considerablemente superior a la utilizada en humanos, que suele
encontrarse entre 0,1-0,3 U.I/Kg/día (Zeghery cols. 1994, Artigo y cols. 1995). U
La estimulación del crecimiento, normalmente evaluado como peso, tanto por la
administración de OH (Rogers y cols. 1988, Maiter y cols. 1990, Ohashi y cols. 1995) como U
por tratamiento con el péptido hipotalámico GHRH (Wehrenberg 1986, Garrel y cols. 1991,
Dubreil y cols. 1994>, en ratas machos no muestra generalmente resultados -positivos. Sin U
embargo, algunos trabajos parecen estar en desacuerdo. Se ha descrito una estimulación en la
ganancia ponderal en animales jóvenes, tanto por la administración de rhOH durante 7 días U
(Domené y cols. 1993), o por tratamiento con IOF 1 (Hlzuka y cols. 1986, 1988), también
tras 7 días, encontrando además un aumento en la longitud corporal. U
Nó obstante la OH, en general, promueve el crecimiento de manera más efectiva que
la IOF 1 (Isgaard y cols. 1986, Domené y cols. 1993, Oosteli-Peter y cols. 1994), con lo que U
nuestro tratamiento debiera haber sido más efectivo que el utilizado por el grupo de Hizuka.
La dosis de OH que empleamos fUe muy superior a la de Domené y cols. (1993) y sin U
embargo, no encontramos ningún aumento en la ganancia ponderal ni en 7 días ni en tiempos
mayores. Tampoco Turner (1995) encontró ningún efecto ni en peso ni en la tasa de U
crecimiento longitudinal del fémur, con un tratamiento durante 5 días con rhOH en ratas de la
cepa Wistar de 39 días de vida. Este efecto puede ser edad dependiente, ya que en animales U
macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad, un tratamiento con OH durante 30 días U






En estudios realizados en ratas machos transgénicas, que expresan el gen para la hOH
y secretan esta hormona a dosis altas, se ha descrito que estos animales presentan un
incremento ponderal superior a los animales controles a los 63 días de vida, es decir a un
tiempo ligeramente mayor que en nuestro estudio (Ikeda y cols. 1994). Pero además, el
efecto es mucho más importante en la rata hembra (Ikeda y cols. 1994). El implante de
tumores secretores de OH (Maiter y cols. 1990) también produce un incremento ponderal,
pero este aumento no se detecta hasta 15 días tras el implante, cuando el animal tiene
alrededor de 90 días de vida.
La administración exógena de altas dosis de OH es capaz de incrementar la ganancia
de peso en ratas Wistar y Sprague Dawley pero si se trata de animales hembras (Aspenberg y
cols. 1985, Groesbeck y cols. 1987, Gelato y cols. 1992). -
En estudios in viti-o, se ha descrito que la OH ejerce un efecto estimulador de la
síntesis de AUN, y de la producción de matriz en condrocitos epifisarios de ratas machos
normales de la cepa Sprague Dawley (Ohlsson y cols. 1992a). No obstante, estos autores
afirman que el efecto depende de las condiciones del cultivo. También la OH estimula la
formación de colonias de clones indiferenciados (Ohlsson y cols. 1994). Kember y cols.
(1993) sin embargo, afirman que la inyección de OH en ratas normales no tiene prácticamente
efecto sobre la tasa proliferativa del cartilago de crecimiento. En cualquier caso, - estos
trabajos están realizados iii vifro lo cual no siempre refleja las condiciones existentes iii vivo
(Kember 1993).
Además la utilización de distinta cepa de animales (Sprague Dawley) que según
algunos autores presenta uña menor tasa de crecimiento que los de la cepa Wistar (Stevenson
y cols. 1990), podría explicar los efectos obtenidos por la OH.
El estudio hormonal realizado en el experimento con distintas pautas de
administración de OH durante 14 días, apoya la ausencia de efectos sobre el crecimiento, ya
que ninguno de los tratamientos realizados fue capaz de modificar el contenido hipotálamico
de SS, el contenido hipofisario de OH o los niveles plasmáticos de IOF 1. Datos similares a
los nuestros han sido descritos por Maiter y cols. (1990) que no encuentran modificaciones en
estos parámetros tras 15 dias de implante de un tumor secretor de OH y PRL. Han de pasar
cuatro semanas para que aumente el contenido hipotalámico de SS, y los niveles de IOF 1 en
plasma, y disminuya el contenido hipotalámico de GHRH e hipofisario de OH. Es decir, se
deben mantener dosis muy elevadas de OH durante largo tiempo para lograr efectos (Clark y
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cols. 1988); Maiter y cols. (1990) tampoco encuentran diferencias en el contenido J
hipotalámico de OHRH o SS, secundarias a la inyección s.c. de OH, aunque si se consigue
una disminución en los niveles plasmáticos de OH, disminución que nosotros también U
observamos, al igual que otros autores (Domené y cols. 1993).
Es posible que los niveles circulantes de OH alcanzados tras las inyecciones, se U
mantengan elevados un cierto tiempo sin llegar a producir modificaciones a nivel
hlpQtalamico (Maiter y cols. 1990). Se ha descrito que un tratamiento con inyecciones de U
OH, a una dosis menor y durante 7 días, aumenta el contenido hipotalámico de SS U
(Berelowitz y cols. 1981). También la inñjsión continua de una dosis inferior a la nuestra de
OH, durante 5 días, aumenta el ARNm de SS en el núcleo periventricular del hipotálamo U(Rogers y cols. 1988). La diferencia en el tiempo de tratamiento podría justificar estos
resultados, ya que también 7 días de tratamiento con IOF 1 provocan un incremento en el U
contenido hipofisario de OH (Hizuka y cols. 1988), sugiriendo una inhibición de la liberación
de esta hormona. U
La falta de respuesta de IOF 1 tras tratamiento con OH en la rata macho (Robinson y
Clark 1987, Lanzi y Tannenbaum 1992, Domené y cols. 1993) o GHRH (Hu y cols. 1993,
Kovács y cols 1996) ya ha sido observada previamente. En nuestro caso no podemos
justificar que la ausencia de incremento aumento se deba al tiempo transcurrido tras la última U
myección de OH como apuntaron otros autores (Domené y cols. 1993). Cabe la posibilidad
de que el aumento puberal en los niveles circulantes de IGF i, que comienzan a elevarse U
alrededor de los 35 días de vida, alcanzando un maximo hacia los 55 días (Handelsman y cols.
1987, Gabriel y cols. 1992) enmascare un aumento simultáneo, lo que no parece probable en U
todos los casos, ya que Dubreil y cols. (1994) utilizaron animales de 40 días de vida y sí
obtuvieron aumento en los niveles de IOF 1. Por otra parte pueden estarse produciendo U
cambios en la síntesis local de IOF 1 que no se reflejan en los niveles plasmáticos (Robinson y
Clark 1987, Lanzi y Tannenbaum 1992). U
La ausencia de efecto sobre el crecimiento del tratamiento con OH en machos
normales podría explicar porqué la mayoría de los estudios de crecimiento se limitan a U
animales hembras, ratas hipofisectomizadas (Cotes y cols. 1980, Isgaard y cols. 1988), U
animales tratados neonatalmente con glutamato monosódico (Clark y Robinson 1 985a,
Robinson y Clark 1987), o ratas genéticamente enanas (Martínez y cols. 1996). En cualquiera U




normal, sugiriendo la posibilidad de que el patrón de crecimiento somático sea máximo en
estos animales (Jansson y cols. 1982b, Froesch y cols. 1990), por lo que cantidades
adicionales de OH no sean capaces de incrementarlo. Posibilidad que ha sido apuntada
anteriormente (Froesch y cols. 1990).
En general los resultados positivos obtenidos por otros autores no parecen muy
concluyentes; y en cualquier caso se limitan a efectos ponderales, donde una dosis tan elevada
como la utilizada en nuestro estudio no fue capaz de modificar ni siquiera este parámetro, por
lo menos durante el tiempo de observación, y en animales jóvenes.
Dada la interrelación existente entre las hormonas sexuales y el crecimiento quisimos
estudiar el efecto de la manipulación del eje gonadal sobre el patrón de crecimiento en la rata
macho normal.
3.2 Efecto de -la castración qufmica sobre el crecimiento en la rata
macho normal
La administración de análogos de LI-IRH, produce un fenómeno de desensibilización
y disminución del número de receptores para LHRH en la hipófisis, reduciendo así
significativamente el contenido de LH en hipófisis (Fraser y Baird 1987), inhibiendo su
secreción (Gamelo y cols. 1991), y disminuyendo el tamaño testicular y - los niveles de
testosterona en plasma (Negro-Vilar y cols. 1988, Gamelo y cols. 1991). Nuestros animales
mostraron un descenso del contenido hipofisario y de los niveles plasmáticos de LII, y una
disminución del peso de los testículos y de las vesículas seminales, lo que - garantiza la
adecuada administración del tirmaco y la alteración del eje gonadal.
La castración disminuye tanto la tasa de crecimiento tibial como la ganancia de peso
en animales machos (Jansson y cols. 1983, Shoutens y cols. 1984, Schot y Schuurs 1990,
Hope y cols. 1992), aunque en algún caso aislado se encuentran discrepancias, ya que Hock y
cols. (1988) a pesar de detectar una disminución ponderal no encontraron diferencias en la
longitud del fémura los 47 días de vida de machos castrados a los 28 días de vida.
No obstante, con la administración del análogo de LI-IRH, no llegamos a detectar
modificaciones en el crecimiento tibial (Tresguerres y cols. 1995), ni en la evolución ponderal,
en el contenido hipofisario o en los niveles plasmáticos de OH, si bien el contenido hipofisauio
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de OH tendía a incrementarse y sus niveles plasmáticos a disminuir, indicando aparentemente
una menor liberación hipofisaria De hecho, en humanos los análogos de LHRH reducen la
secreción de OH directa o indirectamente a través de la reducción en -la concentración de los U
esteroides sexuales (Saggesse y cols. 1995). Los trabajos de Pinilla y cols. (1983) demuestran
que la administración en la rata del análogo D-Ala de LHRH entre los días 15 y 29 de vida U
tampoco producía ninguna modificación ponderal, aunque su dosis fue inferior. U
La aparente contradicción de resultados entre la castración y la- administración del
análogo puede haberse originado por que la extirpación de las gónadas supone un tratamiento U
mas drástico, ya que implica la eliminación no sólo de la principal Riente secretora de
andrógenos, sino también de factores peptídicos testiculares no androgénicos secretados por U
otros tipos celulares distintos de las células de Leydig (Aguilar y cols. 1993, Scanlon y cois
1996), todavía no identificados (Lago y cols. 1996). Así la respuesta secretora de la OH a la U
estimulación con OHR.H se atenúa tras castración pero no tras tratamiento con EDS, que es
una toxina específica para las células de Leydig (Aguilar y cols. 1993). U
En vista de que no pudimos potenciar la tasa de crecimiento en la rata macho normal U
por la administración de OH, pasamos a estudiar este efecto en un modelo deficitario en OH.
4. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN LA RATA MACHO DEFICITARIA EN Gil.
4.1 Efecto de la administración de GMS en la rata macho
U
Como ya hemos comentado el tratamiento neonatal con glutamato monosódico
produce una destrucción selectiva de las neuronas secretoras de OHRH del núcleo
arcuato del hipotálamo, lo que permite la obtención de un modelo con déficit selectivo
de OH de origen hipotalámico (Bloch y cols. 1984).
En nuestro caso la administración neonatal de OMS a ratas machos y de acuerdo U
a los datos obtenidos por otros autores, provocó una disminución de la longitud tibial
(Kovács y cols. 1996), del peso corporal (Mu y cols. 1993, Arce y cols. 1995), del U
contenido hipofisario de OH (Maiter y cols. 1991b, Mu y cols. 1993), de los niveles
plasmáticos de IOF 1 (Hu y cols. 1993, Kubota y cols. 1994), así como del peso de los
testículos y de las vesículas seminales (Villanúa y cols. 1992).
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3 Algunos autores presentan descripciones puntuales de la longitud tibial, a los 28 y
a los 42 días de vida (Kovács y cols. 1996) o en el momento del sacrificio (Maiter y cols.
u• 1991b). En nuestro caso, los animales tratados con OMS, no sólo muestran menor peso
y menor longitud tibial a los 22 ó a los 60 días de vida, sino que las diferencias se van
incrementando a lo largo del tiempo de observación. La diferencia en la longitud tibial se
acentúa a partir de los 3 5-40 días de vida. Anteriormente ya se ha descrito un aumento
progresivo en la diferencia ponderal (Corder y cols. 1990).
- Esta edad de la rata coincide con el periodo en el que se establece el patrón
u
- secretor adulto de OH, ya que a los 35 días los machos normales ya presentan un3 contenido elevado de OHRH en la eminencia media (Oabriel y cols. 1989). Además está
descrito que el tratamiento con OMS evita (Handelsman y cols. 1987) o atenúa el3 aumento puberal de IGF 1 (Hu y cols. 1993), lo que también puede influir en su menor
tasa de crecimiento.3 También encontramos disminuido el contenido hipotalámico de SS, de acuerdo
con los resultados de Terry y cols. (1981) en’el hipotálamo medio basal, ya diferencia de3 lo hallado por otros autores que han descrito valores normales (Millard y cols. 1982,
Maiter y cols. 199 ib, Arce y cols. 1995). Ese descenso sería lógico por la disminución3 de secreción espontánea de OH (Arce y cols. 1995). Terry y cols. (1981) proponen
precisamente que el efecto del OMS sobre la SS no seria debido a su neurotoxicidad
sino a una alteración de los mecanismos de retroalimentación de OH sobre la SS; esta
propuesta se retberza con la inexistencia de daños debidos á la administración de OMS
sobre las neuronas somatostatinérgicas del núcleo periventricular del hipotálamo
(Katakami y cols. 1984, Síama y cols. 1993), donde se da la mayor concentración de esteU tipo de neuronas, aunque sí se afectan las del núcleo arcuato (Síama y cols. 1993). El
• equilibrio entre la síntesis y la liberación de SS podría también explicar que el contenido
hipotalámico de esta hormona no se encuentre modificado.3 También encontramos una disminución del contenido hipotalániico de LHIRH, y
del contenido hipofisario de LH, en consonancia con la existencia de un3 hipoffincionamiento del eje gonadal. Otros autores no encuentran modificaciones en la
concentración de LHRH hipotalámica (Nemeroff y cols. 1981), a pesar de detectar3 reducciones de esta hormona en el núcleo arcuato del hipotálamo, que se compensan, no
obstante, cón un incremento de la misma en la eminencia media (DePaolo y Negro-Vilar
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1982). También se ha sugerido que exista una liberación inadecuada de LHRH
(Nemeroff y cols. 1981, Dalkin y cols. 1985). Respecto a la LH hipofisaria se ha
observado desde una disminución del contenido absoluto de LH en hipófisis (Redding y
cols. 1971), como en nuestros datos, hasta ligeros aumentos en su concentración en la
hipófisis (Millard y cols. 1982). Estas diferencias son debidas, probablemente, al hecho U
de expresar sus resultados en función de la concentración de proteínas o por mg de U
tejido, ya que como hemos comentado el peso hipofisario también se encuentra
disminuido.
Nosotros creemos que en este caso, es más lógico expresar los resultados por
glándula, en lo que a la hipófisis se refiere, puesto que de esta forma valoramos la
cantidad total de OH disponible y no una relación por mg de proteína que puede ser
engañosa.
Al igual que en la rata macho normal quisimos saber en animales deficitarios en
OH, qué papel desempeñaban los esteroides sexuales en el crecimiento y su interrelación
con la OH, para lo que procedimos a estudiar el efecto producido por la castración y la
terapia substitutiva con andrógenos, así como el efecto de la administración de OH
combinada o no con PI en animales tanto intactos como castrados.
4.2 Efecto de la castración y tratamiento con Pr sobre el
crecimiento, en el modelo de la rata macho tratada con GMS
La castración en el modelo OMS fleva a una reducción adicional de la velocidad de U
crecimiento tibial, que no fUe suficiente como para que viéramos diferencias significativas a
los 60 días de vida (Tresguerres y cols. 1994, 1995), aunque sí llegan a ser significativas
cuando se prolonga el tiempo de observación. Ni la castración ni el tratamiento con
testosterona parecen comenzar a tener efecto hasta los 40 días de vida aproximadamente,
coincidiendo con el período puberal.
La castración unida al tratamiento con OMS disminuye aún más el peso corporal,
como vieron otros autores (Villanúa y cols. 1992), siendo las diférencias más marcadas en
peso que en longitud, ya que en el peso se reflejaría además la falta del efecto anabolizante de
los esteroides sexuales sobre el músculo (Goodman 1994), puesto que los machos castrados U
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pierden más masa magra que grasa (Woodward 1993). Esta reducción adicional por la
gonadectomia en la velocidad de crecimiento tibial y en la ganancia ponderal también se ha
descrito en ratas machos enanas por déficit de OH, aunque comparando con animales
normales el efecto es menos drástico (Gevers y cols. 1995).
El tratamiento con PT en nuestros animales revierte el efecto de la castración tanto en
peso como en longitud tibial (Tresguerres y cols. 1994, 1995), al igual que se ha visto en ratas
normales (Daughaday 1981, Jansson y cols. 1983, Shoutens y cols. 1984, Hope y cols. 1992,
Woodward 1993>, en las que el tratamiento con PT sólo es capaz de prevenir el efecto
inhibitorio de la castración sobre el crecimiento, sin que exista tras dicha administración un
aumento del crecimiento por encima de lo normal (Shoutens y cols. 1984). En animales
normales el tratamiento con testosterona no estimula la ganancia ponderal (Woodward 1993),
aunque sí se ha descrito que ejerce un efecto anabólico aumentando la retención de nitrógeno
(Kochakich y cols. 1950) y la ganancia ponderal en animales de 3 (Rubinstein y Solomon
1941)04 meses de vida (Kochakich y cols. 1950).
No existen muchos trabajos sobre el efecto de la castración y la terapia substitutiva
con testosterona sobre el crecimiento en animales tratados con OMS. Jansson y cols. (1983)
con ratas machos castradas e hipofisectomizadas, no encontraron un efecto estimulante en la
longitud tibial debida al tratamiento con testosterona, ni existía efecto adicional sí se
administraba en combinación con OH. Concluyeron que el efecto estimulador de la
testosterona sería a través de una modulación del patrón secretor de la OH (Jansson y cols.
1983), de tal forma que la secreción de testosterona en la vida adulta sería importante para
mantener la baja secreción basal de OH característica de los machos (Jansson y cols. l98Sa,
1 985b). Para ésto ciertamente ha de existir la hipófisis.
Este efecto de la testosterona podría ser especie dependiente ya que sí que es capaz
de estimular el crecimiento en corderos hipofisectomizados (Gevers y cols. 1995). Por el
contrario la testosterona administrada, tanto de forma aislada como en combinación con la
OH, si aumenta la ganancia de peso corporal en ratas machos castradas e hipofisectomizadas
(Jansson y cols. 1983) o únicamente bipofisectomizadas (Woodward 1993).
Nuestras ratas machos tratadas con OMS y castradas tienden a presentar niveles
inferiores de IOF 1 y un contenido hipofisailo de OH disminuido, aunque las diferencias no
son significativas tal y como se ha descrito en animales normales castrados (Handelsman y
cols. 1987, Guang Ren y cols. 1989, Painson y cols. 1992). El tratamiento con PT en nuestras
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ratas tratadas con OMS eleva de manera significativa los niveles plasmáticos de IOF 1, tal y J
como cabria esperar tras observar su efecto estimulador del crecimiento. Así algunos autores
(Gabriel y cols. 1992), sugieren que la acción positiva de la testosterona sobre los niveles U
plasmáticos de IOF 1 junto con su acción anabólica contribuirían a promover el crecimiento
de los animales machos, si bien las concentraciones de IOF 1 en plasma no siempre reflejan su U
acción tisular.
El tratamiento con PT en nuestro caso, también revierte el ligero efecto de la U
castración sobre el contenido hipofisario de OH. El contenido de SS no se encuentra U
modificado por ninguna de las manipulaciones que llevamos a cabo en este modelo, aunque
no podemos discernir si existen cambios en la síntesis y liberación que permitan mantener el U
contenido, ya que en machos normales la castración, en general, disminuye el ARNm de SS
en el núcleo periventricular (Argente y cols. 1990, Wehrenberg y Giustina 1992), y sin J
embargo el contenido de SS en hipotálamo permanece constante (Gabriel y cols. 1989).
La castración en animales tratados con OMS, produce la normal elevación del U
contenido hipofisario de LII, aunque no detectamos cambios en el contenido de la LHRH
hipotalámica,. tal y como han descrito previamente otros autores (Badger y cols. 1982). Ésto U
puede deberse, probablemente, a una alteración producida por el OMS en la regulación de la
LHRH; se propone que un desarreglo a nivel hipotalámico seria causa, en parte, del J
hipogonadismo observado (Greely y cols. 1980, Jennes y cols. 1984, Handelsman y cols
1987). U
En el modelo OMS también observamos que la castración disminuye el peso de las U
vesículas seminales, efecto que se revierte por la administración de PT, tal y como se ha visto
en machos normales (Whalen y Edwards 1969) o hipofisectomizados (Scow y Hagan 1965) U
aunque con dosis algo superiores. Sin embargo nuestro tratamiento, no es capaz de revertir el
aumento de la LII hipofisaija, ni modifica el contenido de la LI-IIIH hipotálamica. Una posible J
explicación a este hecho puede ser el tiempo transcurrido entre la castración y la instauración
de la terapia substitutiva con testosterona, al no haber comenzado justamente tras la U
operación (Conne y cols. 1982), o a que la dosis, a pesar de promover el crecimiento, Riera
insuficiente como para provocar cambios a nivel hipofisario e hipotalámico. En machos J
normales, se necesitan al menos 100 ¡.tg de PT, es decir una dosis superior a la utilizada por




número de receptores para esta hormona en la hipófisis, existiendo además una respuesta
dosis-dependiente (Conne y cols. 1982).
4.3 Efecto de la administración de CH, aislada o en combinación
con Pr, sobre el crecimiento en la rata macho tratada con GMS.
La OH estimula el crecimiento longitudinal del hu~so en animales
hipofisectomizados (Isaksson y cols. 1987, Isgaard y cols. 1988).
En nuestros animales el tratamiento con OH de forma aislada o en combinación
con PT, consigue incrementar la velocidad de crecimiento tibial, ya Rieran animales
castrados o intactos (Tresguerres y cols. 1994, 1995), sin llegar en este caso, a alcanzar
la longitud del grupo control. La pérdida inicial de longitud tibial ocasionada por el
tratamiento con OMS no llega a recuperarse, al menos durante nuestro tiempo de
observación. Kovács y cols. (1996) administrando un análogo de OHRH, en animales
machos tratados con OMS, encuentran que la recuperación de la longitud tibial es
prácticamente total, pero el distinto método de medida podría justificar la discrepancia
con nuestros datos.
Sin embargo, el tratamiento con OH permite una recuperación total del peso con
respecto al grupo control, al igual que encuentran Kovács y cols. (1996). La OH no
parece hacer efecto, ni en peso ni en longitud tibial, hasta los 30-35 dias de vida a pesar
de que el tratamiento con OH se instauró a los 22 días de vida. No observamos un
aumento adicional en peso o en longitud por el tratamiento conjunto con PT y OH, a
pesar de que el PT por si solo flie capaz de incrementar la longitud tibial en nuestros
animales castrados (Tresguerres y cols. 1994, 1995).
En ratas hipofisectomizadas, se ha descrito que existe un efecto sinérgico del
tratamiento combinado con OH y PT sobre la evolución ponderal (Klindt’ y cols. 1990,
Woodward 1993), sin que otros autores llegaran a detectar por esta administración
conjunta, diferencias significativas en peso o en la longitud del cuerpo (Scow y Hagan
1965).
En nuestro caso parece ser que la elevada dosis de OH administrada, aumenta de
tal forma la velocidad de crecimiento que ésta no puede ser potenciada más aún por los
andrógenos (Tresguerres y cols. 1995).
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Klindt y cols. (1990) apoyan esta idea ya que afirman que dosis elevadas de OH j
pueden enmascarar el efecto positivo del tratamiento con PT. Además el efecto de la OH
es prácticamente el mismo en nuestros animales tratados con OMS castrados o intactos. U
En ratas machos enanas se ha descrito que el tratamiento pulsátil con OH, produce la
misma respuesta en animales intactos que en animales castrados tanto en peso, como en J
longitud del cuerpo o crecimiento en longitud de la tibia (Oevers y cols. 1995).
El efecto de la administración de OH, que en nuestros datos no se comienza a U
detectar hasta los 30 días de vida del animal, se observa en ratas enanas tras solamente U
dos o tres días de tratamiento, al menos en peso (Sato y Frohman 1993, Martínez y cols.
1996). Crawford y cols. (1994) también encontraron, trabajando con ratas enanas, que a
pesar de comenzar el tratamiento con OH a los 28 días, el grupo tratado no comenzaba a
mostrar un peso superior al de su control hasta los 42 dias de vida.
Ni en machos tratados neonatalmente con anticuerpos anti-OHRH (Wehrenberg y
cols. 1984, CelIa y cols. 1990), ni en ratas mutantes deficitarias en OH (Charíton y cóls.
1988) se encuentran diferencias en peso, con respecto a sus controles, hasta los 25 días
de vida. Este fenómeno podría ser equivalente a lo que ocurre en el caso de los humanos, J
en los que la ausencia de OH no parece afectar al crecimiento fetal.
Los datos sin embargo, son contradictorios, ya que nuestros propios animales
tratados con OMS presentan valores inferiores a los controles en peso y longitud tibial
con anterioridad a ese periodo, aunque otras deficiencias hormonales, podrían explicar
las diferencias con otros modelos. CelIa y cols. (1994), encuentran que la administración
de anticuerpos anti-OHRH disminuye el peso desde los 6 días de vida. Ambler y cols. U
(1993) trabajando con ratas enanas han descrito un efecto estimulante en el peso
corporal, por la administración de bOH, a los 12 días de vida postnatal, sin encontrar U
efecto en la longitud nariz-cola, ni detectar tampoco respuesta si la administración era de U
IOF 1; Olasscok y cols. (1992) encuentran en ratas hipofisectomizadas a los 6 días de
vida un efecto estimulante en el peso y en la longitud de la cola tras tratamiento con J
rhOH de los 10 a los 18 días de vida, aunque en este caso también se reflejaría la falta de
otras hormonas hipofisarias.
Con todos estos datos, se admite que existe una dependencia parcial de OH y de
tiroxina en el crecimiento neonatal hasta las 3 semanas de vida, pasando entonces a ser




lo que el crecimiento postnatal va siendo cada vez más dependiente de la OH (Isaksson y
cols. 1987).
El tratamiento con OH, aislado o asociado con PT en animales castrados o
intactos tratados con OMS, aumenta tanto los niveles de IOF 1, como el peso del hígado
en nuestros animales, sin existir efecto aditivo entre ambas hormonas, como veíamos en
crecimiento. Tampoco Scow y Hagan (1965) encontraron efecto aditivo én el peso delU hígado por la administración conjunta de OH y PT en ratas hipofisectomizadas. La OH
aumenta los niveles de RIF 1 tanto en ratas jóvenes enanas (Crawford y cols. 1994,U Oargosky y cols. 1994), como en ratas hipofisectomizadas (Hunziker y cols. 1994). No
hay modificaciones en el contenido hipofisario de OH, al igual que veíamos en animalesU normales, y no se llegan a detectar variaciones en el contenido hipotalámico de SS. En
ratas hipófisectomizadas 5 días de tratamiento con OH aumentan en el contenido de SS,
restableciendo los niveles normales (Rogers y cols. 1988). No obstante en ratas enanas,
más parecidas a nuestro modelo, la administración de OH durante 3 días tampoco
modifica el ARNm de SS a pesar de producir un aumento ponderal y de los niveles de
IOF 1, así como una disminución en el ARNm de OHRH (Sato y Frohman 1993).
En el peso de las vesículas seminales no detectamos efecto trófico debido al
tratamiento con OH, al igual que se ha visto en ratas enanas (Crawford y cols. 1994);
únicamente detectamos incremento de peso en animales castrados si se acompaña de
administración de PT. Otros autores (Scow y Hagan 1965) utilizando ratas
hipofisectomizadas tampoco detectaron aumento del peso de las vesículas seminales por
tratamiento con OH, ni aumento adicional sobre el producido con el tratamiento con PT.
Estos datos indican que el efecto parece deberse únicamente a los andrógenos.
El contenido de LH en la hipófisis tiende a disminuir, ya se trate de animales
intactos o castrados, como consecuencia del tratamiento conjunto con OH y PT, quizá
debido a un aumento de la liberación, aunque no observamos ningún efecto si la
administración de OH o PT se realiza aisladamente. Tampoco Crawford y cols. (1994)
vieron modificación en los niveles plasmáticos de LH tras tratamiento con OH en ratas
enanas. Sin embargo, parece ser que en ratones (Chandrashekar y cols. 1988) y en ratas




El tratamiento conjunto de OH y PT, por otro lado, restablece el contenido U
hipotálamico de LHRH producido por el OMS, únicamente en los animales intactos, por
lo que parece que han de sumarse el efecto de los andrógenos endógenos con el U
tratamiento exógeno, en este modelo, para que existan modificaciones en la hipófisis y el
hipotálamo. U
5. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN LA RATA HEMBRA U
5.1 Efecto de la administración de GH en la rata hembra normal U
En nuestro estudio la administración exógena de OH incrementa el crecimiento
tibial de la hembra normal, como ya vieron otros autores (Aspenberg y cols. 1985, Bak y
cols. 1990, Jorgensen y cols. 1991), y a diferencia de lo que hemos visto en él macho
normal. También aumenta el peso corporal, en concordancia con los datos existentes en
la literatura (Oroesbeck y cols. 1987, Gelato y cols. 1992, Byatt y cols. 1993). Las
curvas de peso y longitud tibial comienzan a separarse hacia los 35 días de vida, aunque
comenzamos el tratamiento a los 24 días de vida.
- Encontramos también un aumento en el peso del hígado, al igual que Byatt y cols.
(1993). Sin embargo, y a pesar de que éste guarda relación con los niveles circulantes de
IOF 1 (Handelsman y cols. 1987), sorprendentemente no encontramos ni modificaciones
en los niveles plasmáticos de IOF i, ni disminución en el contenido hipofisario de OH, al U
contrario de lo que encuentran otros autores (Oroesbeck y cols. 1987, Maiter y cols.
1990). U
No parece que la ausencia de incremento en los niveles de IOF 1 de nuestras
hembras, se deba a la elevación puberal fisiológica de esta hormona, como comentamos
en el caso de los machos, puesto que en otros estudios sí se detecta aumento en hembras
puberales (Oroesbeclc y cols. 1987), aunque no en todos los casos (Byatt y cols. 1993).
Parece ser que la OH puede actuar sobre el - crecimiento sin producir cambios en los
niveles plasmáticos de IOF 1 (Palmer y cols. 1994, Loveridge y cols. 1995), y que las
concentraciones locales de IGF 1 son mucho más importantes para el crecimiento qué sus
niveles circulantes (Flyvbjerg y cols. 1991). Nuestros datos apoyan este hecho, y también




aumento ponderal y en la longitud del fémur sin que existieran cambios significativos en
los niveles circulantes de IOF 1.
Nuestros resultados muestran una ligera tendencia a la disminución del contenido
de SS en el hipotálamo, aunque las diferencias no Rieron significativas. Lo mismo
observaron Maiter y cols. (1990), ya que ni siquiera las altas dosis de OH secretadas
durante 4 semanas por un tumor. implantado eran capaces de modificar la concentración
hipotalámica de SS, y aunque causaban una disminución de la concentración
hipotalámica de OHRH, era mucho menor que en el caso de los machos. Así, se acepta
que entre ambos sexos existe una sensibilidad distinta a la retroalimentación negativa de
la OH sobre la SS y la OHRH (Carlsson y cols. 1990, Maiter y cols. 1990>.
El tratamiento con OH aumenta el número de ciclos estrales irregulares, así como
los niveles plasmáticos de LH, sin llegar a producir modificaciones en el contenido
hipofisario de esta hormona, en el peso de útero o de los ovarios. Se postula que la OH
podría ejercer una acción trófica en el ovario (Gruaz y cols. 1994), aunque Oroesbeck y
cols. (1987), éon dosis elevadas de OH tampoco encuentran un efecto estimulador sobre
el peso ovárico. Como ya hemos comentado, parece ser que la OH estimula la secreción
de LH, y aumenta la expresión del gen de la subunidad 1~ de la LII (Ikeda y cols. 1994).
Ésto justificaría el aumento en los niveles plasmáticos de LH, sin producir modificaciones
a nivel del contenido hipofisario por existir un aumento simultáneo de la síntesis. La
modificación en la secreción normal de LH podría interferir - en la regularidad en los
ciclos. Otros autores (Gruaz y cols. 1994) no detectaron modificaciones ni en el
contenido hipofisario de LII ni en la longitud de lds ciclos estrales por la falta de OH.
De forma paralela a los estudios en rata macho quisimos observar el efecto de la
administración de OH sobre el crecimiento en la rata hembra deficitaria en OH, con




5.2 Efecto de la administración de GMS sobre el crecimiento en la
rata hembra U
En primer lugar, se observaron diferencias entre las medidas de longitud y peso U
en los dos experimentos en los que las hembras Rieron tratadas neonatalmente con OMS,
encontrando, en general un efecto menos marcado en el diseño experimental 63.1, al U
compararlas con sus correspondientes controles. No se detectó una razón aparente que
justificase las diferencias. Causas no determinadas pueden haber influido en que las U
hembras control del diseño experimental 6.3.2. Rieran ligeramente mayores, lo que
aumentaría sus diferencias con las ratas tratadas con OMS. U
En cualquier caso la administración neonatal de OMS en hembras provocó en
nuestros animales una disminución de la longitud tibial y del peso corporal menos U
drástica que la observada en machos tratados con OMS, sobre todo en el peso corporal.
Este hecho ya ha sido descrito tanto en peso (Corder y cols. 1990, Maiter y cols. 199 Ib, 2
Kubota y cols. 1994) como en la longitud tibial - (Maiter y cols. 1991b), aunque ésta
únicamente se evaluó al final del experimento.
En la longitud tibial no detectamos diferencias a los 25 días de vida como ocurría
en los machos, pero de nuevo, con el paso del tiempo el déficit de OH, lleva también en
las hembras a una longitud tibial a los 60 días inferior a la de los animales control (los U
machos presentan una reducción del 13%, las hembras del 4 y 7%, en los diseños 63.1 y
6.3.2, respectivamente). Las curvas de longitud de las hembras tratadas con OMS U
comienzan a separarse hacía los 40-45 días en el primer experimento (6.3.1>, mientras
que en el segundo (6.3.2) ya existían diferencias a los 36 días. U
Respecto al peso, en las hembras tratadas con OMS, existe una tendencia a
presentar valores inferiores, de tal forma que el peso final no llegó a ser j
significativamente menor en el primer experimento pero sí en el segundo. En ambos
casos el incremento ponderal Rie menor que el de sus controles y las curvas de evolución U
ponderal se separaban a lo largo del tiempo, como vieron Corder y cols. (1990). En
machos la diferencia en peso era notable desde los primeros días de vida (a los 60 días de
vida la reducción en peso de los machos Rie del 29%, y en hembras del 7 y 17% en el
primer y segundo experimento respectivamente), como ya se observó anteriormente
(Bakke y cols. 1978). En el caso de las hembras se han descrito que las diferencias con
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sus controles comienzan a los 25 días (MacDonald y Wilkinson 1990) o a los 35 días de
vida (Malozowsky y cols. 1995).
Se ha sugerido (Maiter y cols. 1991b) que el tratamiento neonatal con OMS en
hembras produce un efecto menos marcado, en el descenso del peso corporal, por el
desarrollo de una obesidad más severa, que en el caso de los machos. Ratones tratados
con OMS presentan dimorfismo en la capacidad de activar la termogénesis en la grasa
parda, de tal forma que la hembra presenta una supresión más específica, lo que
contribuiría a una disminución en el gasto energético y a un aumento en la eficacia
metabólica, pudiendo llevar al desarrollo de esa obesidad más severa en hembras
(Tokuyama y Himms-Hagen 1986, Maiter y cols. 1991b). Sin embargo no se explicarían
las diferencias en longitud tibial. Estos mismos autores también proponen que las
diferencias en crecimiento entre machos y hembras producidas por el tratamiento con
OMS, se deberían al distinto patrón secretor de OH. Se sabe que el tratamiento con
OMS disminuye la amplitud de los picos de secreción de OH (Clark y Robinson 1985a) y
que la secreción de OH en la rata hembra es más continua, con picos de menor amplitud
y más frecuentes que en el macho (Edén 1979, Painson y Tannenbaum 1991). Teniendo
en cuenta ambos factores, el tratamiento con OMS tendría un efecto menos drástico en
hembras, al disminuir unos picos de secreción de OH que per se son menores que en el
macho (Maiter y cols. 1991 a).
El tratamiento con OMS en nuestros animales hembras disminuyó el contenido
hipofisario de OH, al igual que sucedió en los machos y de acuerdo con los resultados
descritos por otros autores (Dada y cols. 1984, Corder y cols. 1990). También
descendieron los niveles plasmáticos de IOF 1 (Kubota y cols. 1994), el peso de la
hípófisis (Bakke y cols. 1978) y el peso del hígado (Handelsman y cols. 1987). No
encontramos modificaciones en el contenido hipotalámico de SS, pero en el caso del
diseño 6.3.2. hubo una tendencia a presentar valores inferiores al igual que encontraron
Maiter y cols. (199 ib).
No detectamos diferencias en el contenido hipofisario de LH, que se encuentra
disminuido según Redding y cols. (1971), como tampoco disminuye en hembras con el
tratamiento con anticuerpo anti-OHRH (Oruaz y cols. 1994). Los niveles plasmáticos de
LH solamente tienden a ser menores, diferencia que en los machos tratados con OMS era
significativa. Esta discrepancia entre los niveles plasmáticos de los machos y los de las
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hembras ya ha sido observada con anterioridad (Bakke y cols. 1978, Nemeroff y cols.
1981). Tampoco la disminución en el peso de útero u ovarios llegó a ser significativa,
aunque los datos de otros autores apuntan que se afecta principalmente el peso de los
ovarios (Redding y cols. 1971, Badger y cols. 1982, Villanúa y cols. 1992). A pesar de
todo ello las ratas tratadas con OMS mostraron un aumento en la aparición de ciclos
irregulares, como ya se ha descrito (Bakke y cols. 1978, Nemeroff 1981) y como reflejo
de la afectación sobre la regulación de LHRH (Nemeroff y cols. 1981, Dalkin y cols.
1985) U
5.3 Efecto de administración de GH sobre el crecimiento en la rata
hembra tratada con GMS
Al igual que en hembras normales y en machos deficitarios en OH, el tratamiento con
OH en nuestras hembras tratadas con OMS incrementa la longitud tibial. En este caso, y a
diferencia de lo observado en machos tratados con OMS, la recuperación de la longitud tibial
es total ya que las hembras tratadas con OMS y OH alcanzan la longitud tibial de las hembras
normales (Rol de Lama y cols. 1997), logrando una longitud tibial intermedia entre las
hembras normales y las normales tratadas con OH, que también responden como hemos visto
antes.
La respuesta en incremento ponderal es más marcada que la observada en longitud
tibial, ya que estos animales llegan a presentar un peso final que no difiere de las hembras
normales tratadas con OH, incluso con valores superiores a éstas. Esto demuestra que la
dosis de OH utilizada es muy elevada, ya que no se trata únicamente de compensar la falta de U
OH ocasionada por el tratamiento neonatal con OMS, sino obtener un crecimiento
suprafisiológico, que no pudo ser conseguido en animales machos normales con la misma U
dosis de OH y el mismo tiempo de tratamiento.
De igual forma que vinios en la longitud tibial, el tratamiento con OH incrementa el
peso del hígado por encima del valor de las hembras normales, y restaura los niveles normales
de IOF 1. Sin embargo y tal y como hemos descrito en otras ocasiones, no se modifica el
contenido hipofisario de OH, ni el contenido hipotalámico de SS, como tampoco se modifica
el ARiNm de SS en la rata enana (Sato y Frohman 1993).
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En ratas hembras tratadas con OMS se ha descrito, que tras 2 semanas de tratamiento
con OH, ni la recuperación ponderal ni la de los niveles hepáticos del ARNm de IOF 1, llega a
ser total (Malozowski y cols. 1995). La diferencia con nuestros datos parece deberse a que
tanto el tiempo de observación, como la dosis de OH administrada por estos autores Rie
menor que en nuestro caso.
En este modelo el tratamiento con OH llega a producir un incremento significativo en
el peso del útero y los ovarios, mientras que en hembras normales sólo existía cierta tendencia
en este sentido. Apane de la posible acción trófica de la OH (Oruaz y cols. 1994), ésta parece
tener un papel en la fUnción ovárica ya que, en este modelo restaura la producción de ARNm
de IOF 1 en el ovario (Malozowski y cols. 1995).
El tratamiento con OH en hembras con OMS, al igual que vimos en hembras
normales, aumenta la secreción de LH, sin llegar a modificar el contenido de la hormona en
hipófisis. No obstante, no se produce una mejoría en la regularidad de los ciclos estraies, ya
que el aumento en la secreción de LII, no implica que dicha secreción ocurra con el patrón
fisiológico normal. -
Vistos los distintos resultados obtenidos en machos y hembras tratados con OMS y
OH, parece que en las hembras tratadas con OMS el tratamiento con OH es más efectivo que
en el macho. Se ha descrito (Wakabayashi y cols. 1986), que la respuesta secretora de OH
al estímulo con OHRH era comparable entre las hembras normales y las tratadas con
OMS, mientras que en los machos tratados con OMS la respuesta era menor que la de
sus controles. Wakabayashi y cols. (1986) también encontraron que la reducción en los
valores plasmáticos basales de OH, era mayor en machos que en hembras tratadas con
OMS. Estas diferencias de efecto puede que se deban, como ya hemos comentado,- al
distinto patrón secretor de OH en hembras y machos. De la misma forma, parecen no
responder igual a su administración exógena. Así en ratas enanas, se ha visto que las
hembras son más sensibles al tratamiento con infusión continua con OH que los machos
(Oevers y cols. 1995).
Una vez descritos los efectos por tratamiento con OH tanto en la rata normal como
deficitaria en OH, y ya que la hembra parece ser un modelo más adecuado para estudiar el




54 Efecto sobre el crecimiento de la administración continua de j
GHRH, de forma aislada o combinada con SS, en la rata hembra U
normal
U
La administración continua de OI-IRH no produjo en nuestros animales ninguna U
modificación en el patrón normal de crecimiento de la tibia, ni en la evolución ponderal, al
igual que observaron Clark y Robinson (1985a) o Robinson y Clark (1987). U
Tampoco detectamos modificaciones en el contenido hipofisario de OH, tal y como
se ha descrito anteriormente (Clark y Robinson l98Sa, Robinson y Clark 1987), en el peso de U
la hipófisis, como ya señalaron Clark y Robinson (1985a), en los niveles plasmáticos de IOF 1
o en el contenido hi~otalámico de SS. Se ha descrito que la hembra responde a cada estímulo U
con OHRH sin períodos refractarios con un pico secretor de OH (Robinson y Clark 1987,
Painson y Tannenbaum 1991). Parece ser que el patrón de estimulación óptimo de OHRH a j
mvel del sistema porta hipofisario sólo se alcanzaría mediante una administración pulsátil,
mientras que presumiblemente con la inRisión continua se está superando, el nivel de j
secreción endógena de OHR}I (Clark y Robinson 1 985a) y por lo tanto habrá una continua
llegada a la hipófisis. Kovács y cols. (1994) proponen que la administración continua de
OHRH a una dosis suficientemente elevada estimularía el crecimiento, evaluado como peso.
Nosotros utilizamos una dosis (600 ¡g/día) muy superior a la de estos autores, (36 ¡.igldía de j
un análogo de OHRFI, con una potencia 1,6 veces superior al OHRH (1-29) NH
2, sin
encontrar ningún cambio en la evolución ponderal. Además se trata de animales hembras en U
los que hemos sido capaces de estimular el crecimiento al tratarlas con OH. U
Nuestro tratamiento con OHRH administrada de forma continua y combinada con SS
tampoco ocasioné ningún cambio ni en la longitud tibial ni en el peso corporal. Con este tipo U
de tratamiento buscábamos potenciar el efecto del OHRH, ya que se sabe que la
administración aislada de un análogo de somatostatina de larga duración (Octreotida), U
prácticamente elimina los pulsos secretores espontáneos de OH durante 3 horas, y mantiene
unos niveles plasmáticos de OH reducidos durante al menos 6 horas, mostrando después una U
respuesta de OH aumentada al estimulo con OHRH (Turner y Tannenbaum 1995). La SS
permitiría que la OH se acumule en la hipófisis, por lo que aumentaría la cantidad de OH que j




Además, intentamos imitar la secreción fisiológica de SS por lo que se procedió a la inyección
del análogo a las 5 de la tarde, hora en la que en condiciones normales, no hay sécreción
espontánea marcada de OH, es decir, el tono somatostatinérgico es alto (Lima y cols. 1993).
Cuando administramos GHRH y SS de forma combinada, no encontramos
modificaciones en ninguno de los parámetros estudiados, salvo una disminución del peso de la
hipófisis, en la que las somatotropas y lactotropas conforman la mayoría de la glándula
(Gelato y cols. 1992), probablemente debido a que la SS inhibe el efecto trófico de OHRH
sobre las somatotropas (Devesa y Tresguerres 1996).
El estudio hormonal, en el que no detectamos ninguna modificación, corrobora la
ineficacia del tratamiento combinado OHR.H-SS sobre el crecimiento. Ésto puede deberse a
una dosis insuficiente de análogo de 55 (2 ¡.±g/ratadia), ya que las dosis utilizadas por otros
autores Rieron superiores (Flyvbjerg y cols. 1991, Turner y Tannenbaum 1995) y no Rieron
administradas junto con OHRH. Sin embargo, los niveles circulantes de SS en la rata estañan
entre 40-300 pg/ml (Spencer yHaIlet 1985), y nuestro tratamiento con SS es muy superior a
esos niveles circulantes y superior a la dosis que en humanos suprime perfectamente la
secreción de OH, (4,5 ~tg/Kg),(Wilson y Tanner 1994). Pese a ello no conseguimos ninguna
modificación en el efecto de la administración continua de OHRH.
Una posibilidad es que al tratarse de animales hembras, y tener un patrón de secreción
de OH más irregular, y una secreción más constante de SS, (Clark y Robinson 1985b,
Painson y Tannenbaum 1991), no sean tan sensibles a la administración de este péptido, ya
que según proponen Robinson y Clark (1987) y Painson y Tannenbaum (1991) el patrón
secretor de OH en la hembra dependería más de OHRH que de SS.
De hecho se ha descrito en hembras que la neutralización de la SS con anticuerpos
incrementa el peso corporal (Spencer y Hallet 1985), y aumenta los niveles plasmáticos de
OH (Painson y Tannenbaum 1991). Su administración continua no modifica el peso corporal
(Spencer y Hallet 1985, Robinson y Clark 1987, Clark y Robinson 1988), aunque sí
disminuye la tasa de crecimiento tibial (Robinson y Clark 1987, Clark y Robinson 1988),
mientras que su administración pulsátil, más parecida al patrón secretor de OH del macho, -
aumenta el peso pero no es capaz de modificar la longitud tibial (Robinson y Clark 1987,
Clark y Robínson 1988). Este último resultado contrasta con lo que cabria esperar al “imita?’
el patrón secretor de los machos. De todas formas, e independientemente de sus efectos sobre
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el crecimiento, ambas pautas de administración de SS permiten que las reservas de OH en la
hipófisis aumenten (Clark y cols. 1988, Clarky Robinson 1988).
Tampoco detectamos ningún cambio en el ciclo estral por ninguno de estos
tratamientos. Parece ser que el tratamiento con OHRH tampoco modifica la entrada en la
pubertad (González y cols. 1989).
Ya que el tratamiento con OMS produce un déficit de OHRH quisimos estudiar que
efecto podía tener sobre el crecimiento la reversión de este déficit.
5.5 Efecto de administración continua de GHRH, de forma aislada o
combinada con SS, en la rata hembra tratada con GMS
Hemos utilizado 2 inyecciones al día de OHiRH, e infUsión continua de forma aislada
o en combinación con SS. Ninguno de estos tratamientos ha sido capaz de modificar el U
patrón de crecimiento observado tras el tratamiento neonatal con OMS. Se detectó U
únicamente una tendencia a incrementar el peso corporal mediante la administración en
inyecciones, pese a que la dosis era inferior que en la administración continua. U
Nuestros resultados no están de acuerdo con los de Kovács y cols. (1995) en
ratas hembras tratadas con OMS, ya que estos autores sí que encuentran un efecto U
estimulador sobre el peso corporal, por el tratamiento con un análogo de OHRH de
doble potencia que el OI-IRH(l-29) NH2, con una única inyección al día de 10 ~tg,e U
incluso un aumento moderado en este parámetro por infusión continua. Por otro lado,
dos dosis al día de 2 p.g de otro análogo (JI-38) revertían totalmente la deficiencia j
ocasionada por el tratamiento con OMS en ratas hembras Sprague Dawley, tanto en peso
corno en la longitud tibial (Kovács y cols. 1996), aunque esta medida se realizó con un J
calibre, con lo que no siempre se ejerce la misma presión sobre los tejidos -circundantes
de la tibia. Nuestras dosis de OI-IRH son muy superiores que las utilizadas por estos U
autores, y mantenidas a más largo plazo, y sin embargo no pudimos detectar ninguna
modificación, salvo la ligera tendencia al incremento ponderal con la administración en J
inyecciones. La distinta ruta de administración (i.m. vs sc. o i.p.), o las diferencias entre
los análogos y el péptido utilizado por nosotros, así como la distinta cepa de los animales
podrían justificar las diferencias. -
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No encontramos modificaciones en el peso del hígado, ni en los niveles
plasmáticos de IOF 1 en nuestras hembras tratadas con OMS, de acuerdo con los
resultados de otros autores en este modelo (Hu y cols. 1993). No obstante, sí aumentó el
contenido hipofisario de OH, únicamente en los animales sometidos a inyecciones,
demostrando que con este tratamiento se alcanzan niveles efectivos de OHRH a nivel de
la hipófisis, y se recupera el déficit de OHIRH ocasionado por el OMS, posiblemente
incrementando la síntesis de OH. A pesar de ello, este tratamiento no es capaz de
promover una liberación suficiente de OH, que incremente los niveles plasmáticos de
JOF 1 y el crecimiento. Este aumento de contenido hipofisario de OH por tratamiento
con OHRH administrado de forma intermitente se ha descrito en animales tratados con
OMS y OHRH, tanto machos (Clark y Robinson 1 985a) como en hembras (Kovács y
cols. 1996). Otros autores (Hu y cols. 1993) no detectaron cambios significativos a este
nivel, pero sus datos muestran una clara tendencia a aumentar el contenido y el ARNm
de OH en hipófisis. La administración continua de OHRH, por el contrario no producía
cambios en el contenido de OH (Clark y Robinson 1985a).
Ninguno de los tratamientos ocasionó modificaciones en el contenido de SS en
hipotálamo, como sucedía en la hembra normal.
La inefectividad de nuestros tratamientos para incrementar la longitud tibial, y el
peso corporal puede deberse a la corta duración del incremento de OH en plasma
ocasionada por la administración de OHIRH en inyecciones, ya que la recuperación de los
valores plasmáticos basales de OH tras estímulo con OHRH se produce a los 15 minutos
(Coude y cols. 1984). Este argumento ya fUe apuntado por Oonzález y cols. (1989) en la
rata hembra normal, tratada con el mismo péptido que usamos nosotros y en la misma
cepa, en las que no encontraron ningún cambio en la evolución ponderal, ni en la
longitud corporal, ni en el peso de los órganos. Del mismo modo que en la hembra
normal no hubo respuesta por la administración combinada de OHRH y SS en ninguno
de los parámetros estudiados.
Al igual que describimos en el caso de la hembra normal no se detectó ningún
efecto estimulador sobre el peso del útero o de los ovarios, ni en los niveles plasmáticos
de LII. Tampoco se detectaron más modificaciones en los ciclos estrales que las ocasionadas
por el tratamiento neonatal con OMS.
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Ya que las respuestas del patrón de crecimiento a los distintos tratamientos diferían U
entre machos y hembras, y para estudiar este dimorfismo con más profundidad llevamos a
cabo un experimento en el que se manipuló neonatalmente la difer~nciación dimórfica del U
hipotálamo. U
8. EFECTO DE LA ALTERACIÓN EN LA DIFERENCIACIÓN SEXUAL DEL U
HIPOTÁLAMO SOBRE EL CRECIMIENTO.
La castración neonatal de los machos llevó a una disminución en la velocidad de U
crecimiento, y a una longitud tibial final inferior que la de los machos normales, hecho U
descrito anteriormente por otros autores (Jansson y cols. 1984, l985a, 1985b). No
detectamos ninguna diferencia en la longitud tibial al tratar neonatalmente a las hembras con U
PT (hembras PT). Sin embargo la longitúd final de los machos castrados fue superior a la
observada en hembras. La diferencia entre machos castrados y ambos grupos de hembras se U
fue acentuando a lo largo del tiempo, ya que al comienzo de la observación, a los 23 días de
vida, no existían diferencias entre ellos. U
Las diferencias en peso que encontramos entre machos normales y castrados
neonatalmente, ya habían sido descritas anteriormente (Chowen y cols. 1993), y Rieron más U
patentes que las que observamos en longitud tibial. En las hembras tratadas con PT U
detectamos una tendencia a incrementar su peso corporal, a pesar de que las diferencias con
el peso de las hembras normales no llegaron a ser significativas. Por otra parte, el incremento U
ponderal observado en las hembras PT, no Rie suficiente como para que hubiese diferencia en
el peso final frente a los machos castrados neonatalmente, que a su vez presentaban un peso U
final superior a las hembras normales. Anteriormente se había descrito que este tratamiento
determinaba un aumento significativo, tanto ponderal (Somana y cols. 1978, Chowen y cols. J
1993) como de la longitud del-cuerpo (Somana y cok. 1978).
Las hembras PT mostraban estro constante en el estudio de los frotis vaginales, como U
ya observaron otros autores (Chowen y cols. 1993, Dueñas y cols. 1994). La falta de
ciclicidad revelaría la existencia de una secreción tónica de gonadotropinas, lo que demuestra U
la correcta administración del fánnaco. También detectamos una disminución del peso del
útero y de los ovarios, aunque algunos autores sólo encontraron diferencias en el peso de los j




castrados; no presentaban separación balano-prepucial y mostraban una disminución muy
marcada en el peso de las vesículas seminales como consecuencia de la falta de andrógenos.
La castración neonatal llevó a una disminución del peso hepático en machos, mientras
que en hembras no encontramos ninguna diferencia significativa entre las tratadas con PT y
las no tratadas. Los machos castrados y las hembras, independientemente de su tratamiento
neonatal, presentaron un peso hipofisario similar, que tendía a ser superior al de los machos
normales, tal y como han descrito Somana y cols. (1978), aunque otros autores encontraron
un efecto estimulante sobre el peso hipofisario por el tratamiento neonatal con testosterona en
hembras (Jansson y Frohman 1 987b).
En vista de los resultados obtenidos parece que el tratamiento neonatal con
testosterona en las hembras, no es capaz de masculinizar totalmente el patrón secretor de OH
de forma que se llega a modificar el patrón de crecimiento en longitud tibial, aunque sí existe
un ligero efecto en el peso corporal.
Fishman y cols. (1993), encontraron que el tratamiento neonatal con testosterona en
hembras no modificaba el patrón secretor de OH. Lo mismo encontraron Jansson y Frohman
(1 987b), pero si el tratamiento con testosterona neonatal se acompafiaba de castración
neonatal, aparecían unas alturas de los pulsos secretores y unos niveles medios de OH
similares a los de los machos, aunque más irregulares y con valores basales más altos. El
contenido de OH en la hipófisis se igualaba también con el 4e los machos. De forma
y-
semejante, el tratamiento neonatal con testosterona (Jansson y cols. 1 985a), reforzado o no
del mismo tratamiento en el animal adulto, estimulaba la longitud tibial en hembras
gonadectomizadas neonatalmente, mientras que no encontraron un efecto significativo por la
castración neonatal aislada, ni a los 60 ni a los 100 dias de vida. Estos autores (Jansson y cols.
1984) habían descrito anteriormente un efecto estimulante de la longitud tibial por la
gonadectomía neonatal. Con estos datos Jansson y cols. (1985a, 1987b) proponen, al igual
que Fishman y cols. (1993), que la secreción ovárica, podría ejercer un papel inhibidor del
efecto masculinizante de la testosterona administrada neonatalmente en la secreción de OH,
ya que la mucosa vaginal cornificada indicaría la existencia de secreción de estradiol (Jansson
y Frohman 1 987b), tal y como apreciamos nosotros con la presencia de una fase de estro
constante en los frotis vaginales de estas ratas.
Estos autores (Jansson y cols. 1 985a), no presentaban medidas de la longitud tibial en
hembras intactas tratadas neonatalmente con PT, y basaban su hipótesis del efecto inhibidor
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de la secreción ovárica en las diferencias entre hembras gonadectomizadas, y
gonadectomizadas tratadas con PT. A pesar de ello, nuestros datos apoyan su hipótesis dada
la falta de efecto en longitud tibial debida al tratamiento neonatal con PT, y también los datos U
de otros autores que demuestran la falta de efecto sobre el patrón secretor de OH.
Asimismo se sabe que los estrógenos inhiben el crecimiento longitudinal de la tibia U
(Jansson y cols. 1983, 1985b) y la ganancia de peso (Jansson y cols. 1983, 1985b, Shulman y U
cols. 1987, Borski y cols. 1996) en hembras gonadectomizadas. También impiden el aumento
de los niveles circulantes de IOF 1 que se produce en la hembra tras la castración (Borski y U
cols. 1996).
De hecho parece que para lograr una masculinización total del patrón secretor de OH U
y una tasa de crecimiento prácticamente idéntica a la del macho en animales hembras, éstas
han de ser gonadectom.izadas neonataintente, y tratadas no sólo neonatalmente sino también U
de adultas con testosterona (Jansson y cois. l985a, Jansson y Frohman 1987b, Wehrenberg y
Giustina 1992). También los trabajos de Chowen y cols. (1993) apoyan esta hipótesis ya que U
el tratamiento con testosterona en hembras adultas, que aumenta el peso, y la longitud tibial
según Joss y cols. (1962), no promueve el incremento ponderal con la misma eficacia que en U
las hembras que además fueron tratadas con andrógenos neonatalmente, si bien - siguen
pesando menos que los machos normales. U.
Por otra parte, en nuestros datos los machos castrados neonatalmente muestran U
valores superiores a las hembras normales tanto en longitud como en peso, lo que parece
indicar que tampoco se logró una completa feminización de su patrón de crecimiento. U
Los estudios de Jansson y cols. (1984) también presentan unas tasas de crecimiento
en el macho gonadectomizado neonatalmente ligeramente superiores a las hembras normales.
Sin embargo, estas tasas de crecimiento longitudinal están calculadas en base al crecimiento
en los 2 últimos días de experimentación, tiempo comprendido entre el marcaje del cartilago y U
el sacrificio del animal, por lo que pequeñas diferencias en el valor obtenido, y suponiendo
que se mantenga la misma evolución, pueden dar lugar a que la ditérencia en la longitud tibial U
vaya aumentando a lo largo del tiempo.
Por otra parte el peso corporal de los machos castrados neonatalmente es superior al U
de las hembras normales (Jansson y cols. 1984, 1985b, Chowen y cols. 1993), separándose
paulatinamente a partir de los 40 días, de forma similar a lo que se observa en nuestros datos. J
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Dado el papel inhibidor que la secreción ovárica de las hembras ejerce sobre el
crecimiento, se podría suponer que los machos también necesiten una exposición a estrógenos
para lograr un crecimiento idéntico a éstas. De hecho, la exposición a estrógenos en machos
adultos, castrados o no, modifica también el patrón secretor de la OH, aumentando sus
niveles basales, disminuyendo los intervalos entre los picos, y disminuyend¿ la ganancia de
peso del animal (Painson y cols. 1992).
En el caso de los machos, la tasa de crecimiento tibial se ve más afectada cuando la
gonadectomía se lleva a cabo en la etapa neonatal que en la prepuberal. El tratamiento
neonatal con testosterona en machos castrados neonatalmente permite una recuperación total
de la ganancia ponderal, pero en el caso de la tasa de crecimiento en longitud de la tibia sólo
es parcial (Jansson y cols. 1 985a). Tampoco se logra una -reversión total del efecto de la
castración neonatal de los machos sobre el patrón secretor de OH si no se acompaña de
tratamiento neonatal y en edad adulta con testosterona (Jansson y Frohman l987a, Argente y
cols. 1990).
De todos estos datos se deduce que los esteroides gonadales parecen ser importantes
no sólo en la etapa neonatal sino también en la vida adulta (Argente y cols. 1990, Maiter y
cols. 1991 a), para mantener tanto el crecimiento, como el patrón secretor de OH propio de
cada sexo en animales adultos (Argente y cols. 1990, Maiter y cols. l991a, Painson y cols.
1992, Wehrenberg y Ojustina 1992, Chowen y cols. 1993, 1996b).
Un último aspecto a estudiar es la existencia de crecimiento compensatorio en la rata
macho, fenómeno que se ha descrito en conejos (Baron y cols. 1994) y en humanos (Arrigo y
cols. 1995), y que se produce tras períodos de no crecimiento ocasionados por enfermedad,
malnutuición u otras causas (Hermanussen y cols. 1996).
7. ESTUDIO DEL PROCESO DE CRECIMIENTO COMPENSATORIO
PRODUCIDO TRAS AYUNO E INGESTA REDUCIDA Y SU POSIBLE
POTENCIACIÓN POR ADMINISTRACIÓN EXÓGENA DE GH EN LA RATA
MACHO NORMAL O DEFICITARIA EN GH.
Tratamos de estudiar la existencia de crecimiento compensatorio en la rata macho tras
un periodo de arresto del crecimiento, producido por la restricción de nutrientes. La
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restricción de ingesta utilizada en nuestro caso fue del 70%, sin enriquecerla en proteínas,
precedida por 1 ó 2 días de ayuno total.
La malnutrición en general y la deficiencia proteica en particular llevan a un fallo en la U
ganancia de peso y del crecimiento esquelético (Phillips 1981, Thissen y cols. 1991, Harel y
Tannenbaum 1993, 1995, Tirapegui y cols. 1994, Yahya y Millward 1994, Yahya y cols U
1994). Así Yahya y cols. (1990) consiguen una completa inhibición del crecimiento en U
animales jóvenes con 3 días de dieta baja en proteinas y Tawa y Oolberg (1992) afirman que
el crecimiento cesa en ratas jóvenes con dietas por debajo del 5-8% en proteínas, aunque no -
disminuya la cantidad de calorías. En nuestro caso la ingesta de proteínas está muy cerca del U
límite que estanca el crecimiento, pero además se une la severa restricción energética, con lo U
que el efecto es muy evidente.
Nosotros no tratamos de establecer diferencias en la recuperación del crecimiento U
mediante distintos regímenes de realimentación sino de esclarecer la dinámica del proceso de
crecimiento compensatorio y sus diferencias con el peso corporal, por lo que las ratas fueron U
realimentadas ad Iibítum.
Se realizó un análisis de regresiÓn lineal para intentar detectar variaciones en las U
pendientes del peso y de la longitud tibial. A pesar de que hemos visto que el crecimiento no
es un proceso lineal, y por tanto no parecería muy adecuado un análisis de este tipo, j
pensamos en eliminar precisamente interferencias con la pulsatilidad, ya que la coincidencia
con un miiestirón podía influir en los incrementos calculados. También se excluyó de estos -‘ U
cálculos el primer dia de realimentación, ya que existe un incremento muy importante en peso
Uen ese primer día de realimentación que aumentaría notablemente el valor de la pendiente
enmascarando la estimulación posterior. Como ya hemos comentado, existe una rehidratación U
del organismo al comenzar la realimentación (Zhao y cols. 1995), lo que puede estar
contribuyendo a la ganancia ponderal. Para estudiar la evolución de la longitud tibial en los U
mismos períodos de tiempo, también se excluyó el primerdía.
U
En el primerexperimento utilizamos animales jóvenes en los que el período de ingesta
reducida se realizó a los 32 días de vida. Durante este período la falta de nutrientes llevó a J
una disminución significativa del incremento en longitud, al comparar con los animales con U
dieta normal como ya se ha descrito (Tirapegui y cols. 1994, Yahya y cols. 1994,
Hermanussen y cols. 1996). En el crecimiento tibial no encontramos un incremento superior a
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los controles ni en los primeros días de realimentación, ni después. Tampoco se detectó un
aumento en la pendiente <le la recta de regresión lineal de los valores de longitud tibial de
todo el periodo tras el ayuno.
La pérdida ponderal ocasionada por el ayuno tampoco se recupera totalmente, al
menos dentro del periodo de observación, a pesar de que en el primer día en el jue los
animales tuvieron acceso ad lib ítum a la comida, se observó un incremento ponderal
importante, coincidiendo con las observaciones de otros autores (Mosier y Jansons 1975,
Phillips y Young 1975, Mosier y cols. 1978, Tannenbaum y cols. 1979, Zhao y cols. 1995).
En el análisis de regresión lineal del peso, a diferencia de lo que ocurre en la longitud tibial,
todos los grupos sometidos a ayuno presentaban una mayor pendiente que los controles no
ayunados, es decir tienden a recuperar el peso más que la longitud.
- La administración de OH no determina ningún efecto adicional, ni en el incremento de
longitud tibial ni en el de peso (Tresguerres y cols. 1994, 1995), de igual forma que vimos
con el tratamiento crónico con esta hormona. No existen muchos estudios en los que la
administración de OH se haya realizado simultáneamente a la instauración de la
realimentación. En ratas malnutridas desde el nacimiento, la administración de OH producía
un ligero efecto adicional al de la realimentación en la ganancia de peso corporal sin que se
modifiquen los niveles de IOF 1 (Zhao y cols. 1995). En este caso la malnutrición es crónica y
además puede obtenerse un efecto por el tratamiento con OH por incluir animales hembras,
en las que hemos visto que la OH sí estimula la ganancia ponderal. En hembras incluso se ha
descrito que la OH tendría efecto durante la restricción crónica de la ingesta, reviniendo la
disminución en el crecimiento tibial, del fémur, y del peso corporal (Azain y cols. 1995).
Además, Dearden y Mosier (1974) en machos de la cepa Long -Evans de 42 días,
encontraron tras 2 días de ayuno, una mínima respuesta de crecimiento compensatorio en la
longitud tibial, entre los 3 y los 7 días después de la realimentación, para luego mantener una
tasa normal de crecimiento, señalando que las diferencias en longitud ocasionadas por al
ayuno persistían a los 21 días de realimentación. Mosier y Jansons (1975, Mosíer y cols.
1978), sostienen que con la reallinentación se produce una recuperación total del peso ideal y
de la longitud tibial. Sin embargo, a los 28 días de la realimentación an-ibos parámetros
tendían a ser inferiores en los animales sometidos a ayuno. Puede que transcurrido un tiempo
mayor nuestras ratas pudieran recuperar totalmente su peso, aunque no parecen seguir esa
tendencia en la longitud tibial.
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Como hemos visto la rata macho parece crecer a una velocidad máxima dificil de U
incrementar, por lo menos en animales jóvenes. Phillips y Young (1975) y Phillips (1981),
detectan que el ayuno produce una disminución en la incorporación de SO4 al cartílago, que U
se revierte con la realimentación, especialmente con dietas ricas en proteínas, aunque esa U
incorporación no aumenta por encima de los niveles observados en los animales control.
Tampoco Mosier y cols. (1978), encontraron una mayor incorporación de SO4 transcurridos U
14 días de realimentación, no obstante aumentó puntualmente por encima del control a los 21
días y volvió a descender a los 28. U
En vista de los resultados obtenidos, pasamos a estudiar este fenómeno en la rata U
macho deficitaria en OH. Además cabía la posibilidad de la influencia de la edad, por lo que el
período de ingesta reducida se desplazó a los 59 días. U
En este caso no hubo prácticamente crecimiento en longitud tibial de los animales
normales ayunados, de acuerdo con los resultados de otros autores, (Dearden y Mosier 1974,
Hennanussen y cols. 1996). Puede que la restricción de dieta, supusiera un régimen más Udrástico en estos animales de mayor peso, y por tanto con efectos más acusados, a pesar de
que la dieta se aumentó de 4 gdía en el primer experimento a 6 g/día, con lo que la U
disminución del 70% de la dieta se ajustó al mayor peso del animal.
En el primer día de realimentación, detectamos un incremento superior de la longitud
tibial en los animales normales sometidos a ayuno frente a sus controles no ayunados, pero U
éste parece ser un hecho aislado, ya que no volvió a repetirse, ni se observó en los animales U
tratados con OMS - En los días posteriores, no se observó ninguna tendencia a la recuperación
de la longitud tibial en los grupos sometidos a ayuno, ya fueran normales o tratados con U
OMS.
El tratamiento con OH, tendía a aumentar la pendiente de la recta de regresión lineal U
de la longitud tibial, pero sólo llegó a ser diferente del grupo tratado con OMS y sometido a
ayuno cuando el tratamiento comenzaba a los 65 días de vida, es decir 4 días después de U
finalizar ej ayuno, observándose el mismo efecto en el peso.
En este caso, y a diferencia de lo observado en animales más jóvenes (sometidos a J
ayuno a los 32 días), es importante resaltar que el menor incremento de longitud tibial en los U
animales normales no fue tan severo como para que llegaran a existir diferencias significativas
en la longitud tibial con respecto a los animales con dieta normal. Esta discrepancia podría U
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explicarse en base a que existe una caída gradual en la velocidad de crecimiento (Walker y
Kember 1 972a). Por tanto, la disminución en la tasa de crecimiento por al ayuno, en animales
que per se están creciendo menos, hace que la perdida potencial- ocasionada no sea tan
marcada como cuando la tasa de crecimiento es muy superior. -
De nuevo la realimentación determinó un incremento ponderal superior en el primer
día de realimentación, sobre todo en los animales normales, cuya perdida ponderal también
fUe más importante, tanto si se expresan los resultados en valores absolutos como en
relativos.
En las ratas tratadas con OMS la tibia continúa su crecimiento durante el ayuno
mientras que sus correspondientes controles ayunados dejan de crecer. Su pérdida ponderal
es igualmente menor que en los animales normales. Este hecho podría deberse a que los
animales tratados con OMS presentan una ingesta reducida (Redding y cols. 1971), por lo
que al recibir la misma cantidad de pienso que los controles su régimen de restrícción
alimentaria es menos severo. Otras alteraciones producidas por el tratamiento con OMS
como la obesidad que desarrollan los animales, podrían contribuir también a la diferente
respuesta. También la menor actividad fisica que se ha observado en ratones tratados con esta
sústancia (Tokuyama y Himms-Hagen 1986) podría contribuir a un gasto energético más
reducido.
Todos los grupos sometidos a ingesta reducida tienden a recuperar su peso al
realimentarse, no existiendo diferencias significativas en el peso final entre los animales con
dieta normal y los sometidos temporalmente a ayuno. Estos últimos presentan un valor
ligeramente inferior, que posiblemente se igualaría con el tiempo. De hecho Ziegler y cols.
(1995), con una cepa diferente de ratas pero de edad similar a las nuestras, encuentran que la
recuperación del peso tras 3 días de ayuno total, un tratamiento algo más drástico que el
nuestro, ocurre con tan sólo 3 días de realimentación.
- En ún tercer estudio utilizamos animales aún mayores, ya que el ayuno comenzó a los
77 días de vida, y prolongamos el periodo de restricción al acceso de comida, para descartar
que el tiempo utilizado con anterioridad, a pesar de disminuir el crecimiento, no fuera
suficiente como para disparar un período de crecimiento compensatorio.
No se detectó un incremento superior en longitud tibial en los días de realimentación
mas tempranos, ya fueran animales normales o tratados con OMS. Sin embargo, el análisis de
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regresión lineal de todo el período posterior al ayuno, por primera vez arrojó una pendiente j
superior en los grupos con ayuno, es decir, existía una tendencia a recuperar la longitud
perdida aunque se trata de una recuperación muy lenta y gradual. U
El tratamiento con OH a los animales adultos deficitarios en esta hormona estimula el
crecimiento en longitud tibial tanto si se comienza más tempranamente como cuando se U
comienza 4 días después de finalizar el ayuno, aunque este último régimen es U
proporcionalmente más efectivo. Este efecto se observó también en la ganancia de peso. Cabe
la posibilidad de que el tratamiento con OH nada más terminar el ayuno, llegue a tener efecto U
en estos animales, porque son animales mayores que en el experimento anterior (con ingesta
reducida a los 59 días de vida). Su velocidad de crecimiento es mferior, y por tanto U
teóricamente más fácil de ser potenciada, aunque también puede deberse a que el tratamiento
con OH se prolongó un día más. La dosis se aumentó a 2 Ul/rata/día para que fuera U
equivalente en peso a la que recibieron los animales más jóvenes. El efecto de la OH también
se reflejó en una pendiente superior en la evolución de la longitud tibial. U
La evolución ponderal fue similar a la observada en los animales sometidos a ayuno a
los 59 días. La recuperación con la realimentación, en este caso, flie más rápida y completa en U
los animales normales, al igual que vieron otros autores con animales de edad similar
(Gruenewald y cols. 1996); mientras que en los tratados con OMS la recuperación parece ser U
más lenta y puede incrementarse por el tratamiento con OH.
Para evidenciar la posibilidad de un efecto de “rebote” en crecimiento y peso, tras el U
ayuno, procedimos a calcular una modificación de la medía móvil, tal y como se ha descrito U
en material y métodos, en los animales normales. En peso aparece un claro fenómeno de
rebote, siendo los incrementos ponderales tras el ayuno muy superiores a lo que se observa U
con anterioridad a él, es decir el peso se compensa tan rápidamente como se pierde durante el
ayuno. Sin embargo, en longitud tibial los miniestirones inmediatos al ayuno no son U
superiores a los que se observan en las ratas alimentadas normalmente (Hermanussen y cols.
1996). J
Dada la relación existente entre los niveles de IOF 1 y el estatus nutricional (Yahya y
cols. 1990, Bates y cols. 1993, Ijarel y Tannenbaum - 1993) en este último experimento J
comprobamos los niveles circulantes en plasma de esta hormona.
El ayuno en animales normales lleva a una disminución en los niveles de IOF 1 en
plasma, tal y como vieron otros autores (Mosier y cols. 1978, Yahya y cols. 1990, Maes y
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cols. 1991, Asakawa y cols 1992, Dai y Baxter 1994, Ohashí y cols 1995), y como cabe
esperar además, por la inhibición en la secreción de OH (Tannenbaum y cols. 1979, 1989). -
Los animales tratados con OMS presentan, ya antes del ayuno, niveles disminuidos de
IOF 1, pero a pesar de que los valores tendían a ser menores, no detectamos un descenso
significativo ulterior al ayuno. No obstante, en otros animales deficitarios en OH (ratas
enanas) 48 horas de ayuno total provocan una disminución en los niveles del ARNm de IOF 1U en higado (Nogami y cols. 1994). Las diferencias en el régimen de alimentación y en la cepa
de los animales parecen ser responsables de las diferentes respuestas.U Los valores plasmáticos de OH (datos incluidos en Hermanussen y cols. 1996) se
encontraban disminuidos en la ratas controles, efecto descrito tanto en el ayuno como en laU
resiricción de proteinÉ (Tannenbaum y cols. l979~ 1989, Harel y Tannenbaum, 1993, 1995,3 Thissen y cols. 1994, Okada y cols 1994, Oster y cols. 1996), al contrario de ¡oque ocurre en
humanos en los que los niveles se elevan (Maes y cols. 1991, Thissen y cols. 1994, Straus3 1994).
Estos experimento& ponen de manifiesto la falta de capacidad de la rata macho,3 normal o deficitaria en OH, para producir un crecimiento compensatorio en la longitud tibial
inmediatamente tras el ayuno. No obstante, y aunque existe una ligera estimulación del
crecimiento, indicando una tendencia a recuperar la longitud, la evolución es claramente
diferente de lo que se observa en el peso corporal (Hermanussen y cols. 1996).
Así, Yahya y Millward (1994) encuentran tras un periodo prolongado de restricción
dietética, que la recuperación de la longitud tibial con la realimentación es mas lenta que la
pénderal, y depende de manera proporcional de las proteínas en la dieta. Otros autores
tantién detectan esta diferencia ya que en ratas enanas con obesidad inducida por la dieta, la
infusión continua de OH determina una perdida de peso corporal, acompañada de crecimiento
esquelético (Clark y cols. 1996a). De todos estos datos se deduce que existe una disociación
entre la ganancia de peso y el crecimiento del hueso como tal.
El hecho de conseguir una disminución del crecimiento, acompañado de un dramático
descenso ponderal, habla en favor que el ayuno utilizado debiera haber sido suficiente para
provocar el fenómeno de crecimiento compensatorio en la longitud tibial si éste hubiera de
tener lugar.
También es cierto que los animales más jóvenes siguen creciendo durante el ayuno,
mientras que no observamos este efecto en los animales del segundo y tercer experimento,
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sometidos a similar régimen de mainutrición. La edad parece ser un factor primordial, y U
algunos autores (Tirapegui y cols. 1994), observan en animales de 4 semanas, que la
inhibición del crecimiento muestra una respuesta retrasada con respecto al peso, indicando U
que existe una cierta prioridad para el crecimiento longitudinal (Tirapegui y cols. 1994, Yahya
y Miilward 1994, Yahya y cols. 1994). Esta prioridad no parece mantenerse en nuestros U
animales de más edad, en los que el crecimiento se estanca. La detención del crecimiento sería U
una respuesta adaptativa al ayuno, ya que el crecimiento no es indispensable para la
supervivencia por lo menos a corto plazo (Straus 1994), y la adaptación del eje OH-IOF 1 a la U
depilvación nutricional sería protectora, ya que los recursos se usan para el - mantenimiento de
las fUnciones metabólicas básicas en vez del crecimiento (Counts y cols. 1992). U
Según Mosier (1986) la posibilidad que tiene el animal de alcanzar un crecimiento
compensatorio completo tras malnutrición depende del grado de déficit de crecimiento U
alcanzado, y de la maduración de los tejidos en el momento en el que la detención del
crecimiento se produce. Así el daño ocasionado es mayor cuanto más joven es el animal J
(Maes y cols. 1991), como en el caso de nuestro primer experimento. Por otra parte parece
lógico que la falta de nutrientes en una época de activo crecimiento tenga mayores U
repercusiones.
animal Hay que tener en cuenta además, que la transición del crecimiento y desarrollo del U
desde la etapa prepuberal a adulto ocurre entre 1 y 2 meses (Oster y cols. 1996). Así 4
semanas de diferencia en la edad del animal, determinan distinta respuesta a una restricción U
crónica en la dieta: los animales de 4 semanas muestran una mayor depresión del sistema IOF
1 (es decir disminuciones de los niveles de IOF 1 en plasma y de su ARNm en higado, IOFBP U
3, e insulina) que los animales de 8 semanas, lo que siguiere una mayor sensibilidad a la U
restricción de dieta (Oster y cols. 1996).
En nuestro caso, la recuperación ponderal es más rápida cuanto mayor es la rata. Si U
seguimos avanzando en edad, se ha visto que 3 días de ayuno ocasionan una pérdida ponderal
mayor en animales de 3 meses de edad, que en animales de 1 año o 2 años, mientras que la U
recuperación fue más rápida y total cuanto más jóvenes eran los animales, y no llegaba a ser
completa en animales de 2 años, en los que además, pueden existir enfermedades relacionadas U
con la edad (Oruenewald y cols. 1996).
En los animales deficitarios en OH., parece que el tratamiento con OH es efectivo para
acelerar la recuperación, pero ésto es más evidente si se comienza más tarde. Parece que
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existe una cierta refractaríedad por los ajustes metabólicos que se están produciendo. Por
ejemplo: el patrón secretor de OH parece no recuperarse inmediatamente con la
realimentación, sino que han de pasar 3 días para volver a mostrar el patrón secretor normal
de los animales adultos (Tannenbaum y cols. 1979, 1989). De igual forma, algunos autores
describen que, tras 3 días de ayuno, los niveles de IOF 1 aunque aumentan con la
realimentación no se recuperan totalmente hasta 3 ó 4 días después (Maes y cols. 1991;
Ziegler y cols. 1995). Por otra parte, se ha descrito que la rápida ganancia de peso que ocurre
inicialmente tras un periodo largo de restricción de dieta en ratas hembras (Gruaz y cols.
1994) aparece igualmente silos animales eran tratados con anticuerpo anti-OHRH, aunque
luego alcanzan rápidamente una meseta en la ganancia ponderal. Tampoco parece que el
efecto de OH sea únicamente metabólico desde el momento en el que observamos aumento
en la longitud tibial.
En general el tratamiento con OH en estados catabólicos parece ser beneficioso como
han descrito Lanz y cols. (1992), la administración de OH con la realimentación, tras
malnutrición crónica en animales machos de 6 meses, aumenta la ganancia ponderal tras 5
semanas de tratamiento, acelera el retomo a valores normales de RiF 1 y aumenta la
recuperación de la masa muscular. Probablemente el efecto de OH pueda deberse a que se
trata de animales mucho mayores, y el tratamiento con OH fue cronico.
Los mecanismos que influyen en la secreción de OH y en el control del tamaño
corporal adecuado tras la malnutrición aguda o crónica no parecen estar claros (Harel y
Tannenbaum 1995).
8. ANÁLISIS MATEMÁTICO DEL CRECIMIENTO OSCILATORIO
(CARACTERIZACIÓN DE LOS MINIESTIRONES).
Al ser éste un abordaje novedoso tanto desde el punto de vista de la metodología
(microknemometria) como de la elaboración matemática de los resultados obtenidos
(aplicación de las funciones Oompertz), resulta dificil discutir éstos con los de otros autores,
pues lógicamente no existen. Solamente puede realizarse alguna comparación colateral o bien
intentar interpretar directamente los datos.
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Para describir los incrementos de velocidad se desarrolló un modelo matemático que U
caracterizara funciones locales de tipo doble exponencial, con forma de “5” (Burmeister y
cols. 1997). Asi el algoritmo numérico reconoce el equivalente matemático de lo que U
llamamos un “miniestirón”.
Este modelo matemático ofrece la ventaja de un análisis individual, donde los U
parámetros que caracterizan cada miniestirón se obtienen de forma aislada, con lo que los U
datos no se aplanan como ocurre cuando se aplica la modificación de la media móvil
(Hermanussen y cols. 1988a, 1988b), que depende de intervalos (Hermanussen y cols U
1997b). -
La mayoría de nuestros experimentos finalizaron alrededor de los 60 días de vida, por U
lo que únicamente los grupos de machos control y machos tratados con OMS existen datos
de edades superiores. U
Este modelo matemático pone de manifiesto las diferencias que observamos en el
patrón de crecimiento entre machos y hembras ya que existe un dimorfismo sexual, donde los U
machos presentan miniestirones de mayor amplitud y de mayor duración que las hembras, es
decir mantienen un crecimiento elevado durante más tiempo y con tasas superiores a las U
- hembras, lo que les permite obteneruna longitud tibial superior (Hermanussen y cols. 1 997b,
Rol de Lama y cols. 1997). U.
U
Para clarificar la discusión se representa gráficamente la forma de cada tipo de
- nnniestirón. No representan una media de los valores de cada grupo. Tampoco se trata de U
velocidades de crecimiento sino de datos directos de longitud. La forma doble exponencial
indicaría un aumento progresivo en la velocidad de crecimiento hasta alcanzar un máximo, a U
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Esquema de la forma supuesta de los miniestirones bayo distintos regímenes de experimentación.
El tratamiento con OH en animales normales sólo parece tender a aumentar la
amplitud de los miniestirones en los animales hembras, sin llegar a modificar la pendiente del
miiestirón. Sin embargo ese aumento en amplitud fUe suficiente como para que este
tratamiento ocasionara una ganancia en longitud tibial superior a lo normal. Probablemente un
insuficiente número de animales justillque que las diferencias no lleguen a ser significativas.
En los machos no se produce ningún cambio en los miniestirones por efecto del tratamiento
con OH, como cabe esperar de su falta de efecto sobre la longitud tibial de estos animales
(Tresguerres 1994, Hermanussen y cols. 199%).
Por otro lado el déficit de OH producido por el tratamiento neonatal con OMS, sólo
llegó a producir cambios significativos en los grupos de hembras, disminuyendo la amplitud y
la duración de los miniestirones. En machos a pesar de que el tratamiento con OMS llevó a
una clara disminución en la longitud tibial de estos animales, sólo detectamos una tendencia a
la disminución de la amplitud de los miniestirones. De hecho, si en el caso de los machos se
incluyen los animales de más de 60 días, tanto normales como tratados con OMS, la
disminución en la amplitud sí llega a ser significativa y la pendiente aumenta llevando a
miniestirones más similares a los observados en hembras (amplitud: machos 2,95 mmVS OMS
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2,38 mm, y: machos 0,96 VS OMS 1,39). Ésto indica que la edad parece influir más a los
animales con OMS que a los normales, como ya veremos más adelante, o que al aumentar el
número de animales las diferencias llegan a ser significativas.
Hay que indicar que a pesar de que el número de machos y hembras sometidos a
tratamiento con OMS fue similar, el número de miniestirones considerados como
significativos fue menor en los machos, por lo que esta diferencia puede permitir la U
observación de efecto en el caso de las hembras.
El tratamiento con OH tanto en machos como en hembras, tratados con OMS, tiende U
a restablecer la forma de los miniestirones descritos como “normales”, de igual forma que
estimulaba el crecimiento longitud tibial en ambos grupos (Tresguerres y cols. 1994, U
Hermanussen y cols. 199%, Rol de Lama y cols. 1997). -
Para investigar la secuencia de los miniestirones, determinamos el momento (edad) U
del máximo de velocidad de crecimiento (-[3/y), estudiando el intervalo de tiempo entre dos
muiestirones. Nos encontramos con la existencia de intervalos “vacíos” debido a que algunas U
de las funciones obtenidas tuvieron que ser excluidas por no cumplir los criterios marcados de
significación. Se decidió no incluir el tiempo que esas fUnciones abarcaban, ya que
desconocemos su significado biológico. Por tanto, utilizamos únicamente aquellos
nnniestirones considerados como tales y que fueran consecutivos. -
Existía una claro efecto de espaciamiento entre los miniestirones con el aumento de la
edad en la mayoría de los grupos estudiados, salvo en los animales normales tratados con OH
y en los animales machos tratados con OMS y OH. Este último grupo mostró un valor
moderado de correlación con la edad que no llegó a ser significativo, ya que solamente se
encontraron 11 niiniestirones subsecuentes, frente a 33 en el caso de las hembras sometidas a
- este mismo tratamiento. Por otra parte, la correlación período/edad detectada existe
independientemente de que se incluyan o no animales de más de 60 días. U
El tiempo medio transcurrido entre los picos de los miniestirones oscilaba entre los 4
y 5 días, siendo de 4,6 días (SD 2,3) en los machos, (4,35 SD 1,6 sin considerar los animales J
de más de 60 días), y de 4,2 (SD 1,6) en las hembras normales. Esto parece apoyar la idea de
una cierta periodicidad. A pesar de ello, las altas desviaciones estándar sugieren una secuencia
más caótica de miniestirones, o al menos poco predecible, ya que hay que tener en cuenta que




Otra característica de los miniestirones, la amplitud también disminuye con la edad en
todos los grupos, aunque en los machos tratados con OMS este efecto se produce
principalmente en los animales de más de 60 días, puesto que si se excluyen estos animales la
correlación edad/amplitud deja de ser significativa.
Respecto a la pendiente de los miniestirones, el efecto de la edad es mucho menos
importante y parece afectar únicamente a los animales normales, aunque con una correlación
muy baja, y a los animales tratados con OMS. Este efecto sólo se pone de manifiesto al incluir
animales de más de 60 días, no detectándose con anterioridad; así en general, la pendiente
seria más independiente de la edad (Hermanussen y cols. 199%).
Quisimos saber si podíamos predecir de algún modo la amplitud o el momento de un
máximo de velocidad de crecimiento en función de lo que hubiera ocurrido en el miniestirón
anterior. Para ello se analizaron las amplitudes de miniestirones subsecuentes o tripletes
subsecuentes. Los tripletes subsecuentes comprenden 3 miniestirones y 2 intervalos de
tiempo.
No encontramos ninguna correlación entre el primer y el segundo intervalo entre
miniestirones (Hermanussen y cols. 199%). En cuanto a las amplitudes se encontró una
correlación positiva débil, aunque significativa en algún caso que se debía fundamentalmente a
los animales de más de 60 días en los que al disminuir la amplitud de los miniestirones con la
edad, era más frecuente encontrar miniestirones de corta amplitud consecutivos.
En conclusión, el crecimiento es un proceso no lineal (Togo y Togo 1982, Valk y
cols. 1983a, 1983b, Wit y cols. 1987, Tresguerres y cols. 1995, Hermanussen 1995,
Hermanussen y cols. 1995, 199%, Wolthers 1996, Rol de Lama y cols. 1997), y este
procesamiento matemático pone de manifiesto el dimorfismo sexual en el patrón de
crecimiento en la rata, y su dependencia de la hormona de crecimiento (Hermanussen y cols
199%). Los miniestirones son muy heterogéneos y poco predecibles en cuanto a su amplitud,U
o el momento en el que van a ocurrir (Hermanusseny cols. 199%).U De hecho sometiendo a este procesamiento matemático los datos obtenidos en
neonatos humanos por mini-knemometría (adaptación para recién nacidos, Michaelssen
1991), se encontró que los miniestirones tendían a aparecer cada 4,2 días pero con una




Este tipo de comportamiento puede ser la causa de las inadecuadas predicciones de
crecimiento (Wales y Milner 1987, Wit y cols. 1987, Hermanussen y cols. 1987, 1988b,
1989) a largo píazo a partir de datos obtenidos a corto plazo por knemometría (Hermanussen
y cols. 1997a).
Una cuestión importante es que las oscilaciones en la velocidad de crecimiento siguen U
existiendo, en nuestros animales, aún durante la administración exógena diaria de OH, lo que
Uparece sugerir que existen variaciones temporales en la sensibilidad del cartílago a esta
hormona (Tresguerres y cols. 1994, Ariznavarreta 1 996a). De igual forma en humanos, dosis J
constantes de OH no llevan necesariamente a tasas de crecimiento constantes sino también
oscilantes (Hermanussen y cols. 1987, 1988c), más aún, Hermanussen y cols. (1988c)
encontraron una mejora en la velocidad de crecimiento, monitorízada por knemometría, en
niños en los que la administración de OH se sincronizaba con los estirones endógenos de su
velocidad de crecimiento, lo que indicaría que se estaba administrando la OH en los periodos
de máxima respuesta. U
Retomando un aspecto comentado al principio de nuestra discusión, sobre la -
existencia de “saltos” o incrementos constantes en la velocidad de crecimiento, cabe la U
posibilidad según lo que hemos detectado en la rata, que algunos de los incrementos bruscos
pudieran ser contúndidos con un “salto”, mientras que aquellos miniestirones que transcurren
de forma más suave pudieran ser confundidos con un incremento constante si el periodo de
observación es corto (Hermanussen y cols. 199%)
Por otra parte esta técnica matemática requiere un elevado número de datos lo que U



































>< La microknemometría es una técnica válida y muy precisa para el seguimiento diario
del crecimiento tibial en la rata.
X El crecimiento es un proceso no-lineal ya que la velocidad de crecimiento en longitud
tibial, no sólo varía con la edad y el sexo del animal, sino que presenta incrementos no
constantes (miniestirones) tanto día a día como incluso en períodos inferiores a 24
horas.
XLa rata macho joven presenta un patrón de crecimiento aparentemente máximo, por lo
que no resulta posible su incremento, mediante la administración de OH a dosis altas,
al menos en los tiempos de observación de nuestros estudios. Por el contrario, las
hembras sí son sensibles al tratamiento con OH, incrementando su velocidad de
crecimiento.
X La administración de altas dosis de OH aumenta la velocidad de crecimiento tibial en
la rata macho tratada con OMS, efecto que no pudo ser potenciado por la
administración de andrógenos, en nuestro estudio.
>< En la rata existe un patrón dimórfico dependiente del sexo tanto en el patrón normal
de crecimiento, como en la respuesta a los distintos tratamientos.
X Los esteroides sexuales son necesarios tanto en la etapa neonatal de la vida del animal
como en la vida adulta, por lo que el tratamiento neonatal con PT en la hembra o la
castración neonatal en el macho no parecen ser suficientes para, respectivamente,
masculinizar y feminizar totalmente sus patrones de crecimiento.
>( La realimentación tras la restricción dietética severa en la rata macho no determina un
crecimiento compensatorio inmediato en la longitud tibial como ocurre, sin embargo,
-en el peso corporal, sino que es un proceso más suave y paulatino. Además la
recuperación del animal depende de la edad en la que esta restricción se instaure.
~<Dadas las discrepancias existentes entre el peso y la longitud tibial parece más
recomendable para la evaluación del crecimiento del animal, la utilización de técnicas
U
que midan el crecimiento de los huesos largos en vez el peso corporal en el que
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